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SUMMARY 
 
 
In response to signals derived from the cardiac mesoderm and the septum transversum, 
the liver is specified as an endodermal gut evagination intermixed with mesodermal cells, including 
new vessels. Between E9.5 and E10.5, hematopoietic progenitors home to the organ, where they 
rapidly expand up to represent the major fetal reservoir of hematopoietic cells. Bipotential 
hepatoblasts isolated in the emerging E10.5 liver, greatly grow during the following gestational 
days. Among blood cells, CD41+CD42c+ megakaryocytes (MKs) represent a tiny population in the 
adult bone marrow (BM; 1/10,000 cells), but at E11.5 they are highly concentrated in the embryo 
liver (5-8%). Similar to adult MKs, E11.5 pMKs are defined by the expression of 
CD41++CD42c+KDR+CD9+CD31+, but they display differential features from those found in the adult 
BM, as are a low polyploidy and absence of CD45 and CXCR4 expression, while they display several 
hepato-specific transcripts.  
pMKs are already found at E10.5 and in other embryo hematopoietic niches, as are the YS, 
P-Sp/AGM and PBL. FL pMKs appear to be more immature than those found in other simultaneous 
embryo locations, since they maintain c-Kit and CD105 expression, and bear lower levels of CD41 
and CD42c. Other cell populations (CD45+KDR-CD41- and CD45++KDR-CD41-) present in the FL at 
E11.5 contain megakaryocytic progenitors able to carry on rapid in vitro differentiation to MKs. In 
both cases, the cells generated in these cultures are initially CD45+CD41+CD42c+ and finally CD45-
CD41++CD42c+; probably mirroring the in vivo differentiation processes towards MK cells. 
Independently of thrombopoietin stimulation, fetal liver MKs CD41++CD42c+KDR+CD9+CD31+ 
spontaneously develop in vitro different types of cytoplasmic processes such as long proplatelets 
and microparticles. 
In situ, MKs lay in selected niches in the E11.5 embryo liver, surrounding both great vessels 
and small sinusoids, and in a band close to liver periphery, which also harbours CD45+F4/80+ 
myeloid cells and erythroid cells, located under the Glisson’s capsule. When E11-liver cell 
populations, enriched in bipotential hepatoblasts (c-KitDCD49fDc-Met+CD45-Ter119- cells), were 
purified and established in vitro, they neither survive nor differentiate in the absence of liver MKs. 
In vitro experiments performed in different conditions have demonstrated that direct cell to cell 
contacts between both purified populations of liver MKs and hepatoblasts, are required to 
optimally promote and increase the expression of the hepatic differentiation program in these later 
ones, as defined by the formation of hepatoepithelial layers and by the albumin transcript level. 
Only a partial effect could be induced by the addition of soluble factors (VEGF-A) to the cultures. As 
has been observed in adult liver regeneration, MKs may play a relevant role in promotion of liver 
development.  
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INTRODUCCIÓN 
 
Los organismos multicelulares se estructuran en compartimentos (órganos, tejidos) en los 
que las células se “profesionalizan” en tareas específicas a expensas de perder su autonomía. Estos 
compartimentos se definen tras la gastrulación embrionaria (establecimiento de las tres capas 
germinales: endodermo, mesodermo, ectodermo), y en ellos coexisten diferentes linajes celulares, 
compuestos a su vez por células en variados estadios de diferenciación. Dentro de cada órgano, 
tanto durante el desarrollo como en la situación de homeostasis del adulto, se mantienen 
equilibrios internos que, soportados por un conjunto conservado y reducido de señales 
intercelulares, se utilizan de forma redundante. Estas señales modulan la actividad de factores de 
transcripción, que controlan los programas de expresión genética que acompañan a la 
diferenciación celular. Uno de los aparatos cuyos procesos de desarrollo y diferenciación han sido 
mejor estudiados es el sistema linfohematopoyético, en parte, por la accesibilidad de sus móviles 
componentes celulares y porque, sometidos a un constante recambio, obligan a la existencia de 
dinámicas poblaciones de progenitores en diferenciación continua, así como por el desarrollo 
temprano de potentes tecnologías cuantitativas de análisis. Más recientemente, la noción de la 
relevancia de los nichos microambientales en el sostén de progenitores hematopoyéticos y como 
condicionantes de su diferenciación, ha reforzado el interés de comprender la arquitectura 
topográfica de los órganos hematopoyéticos.  
Durante el desarrollo embrionario, la hematopoyesis emerge como una especificación del 
mesodermo indiferenciado, en estrecho contacto con el desarrollo vascular, y de forma 
multicéntrica, en el saco vitelino (YS), la espachnopleura paraaórtica (P-Sp) y quizás la placenta, en 
diferentes períodos de la gestación y, al parecer, resultando en diferentes linajes celulares según el 
sitio de origen (Godin et al., 1993; Weissman et al., 1978) . El hígado fetal (FL) deviene a partir de 
E11.5 el repositorio más importante de progenitores hematopoyéticos durante toda la gestación de 
los mamíferos, en paralelo a la propia maduración funcional de sus constituyentes de origen 
endodérmico, que abocarán a los hepatocitos y colangiocitos, que conforman el órgano central del 
metabolismo en el adulto. Ambos aspectos somáticos, las células sanguíneas y los precursores 
epiteliales, conviven y se influencian mutuamente durante el desarrollo, aunque los datos 
disponibles al respecto son limitados. Por otra parte, existe una amplia información sobre las bases 
genéticas y moleculares que condicionan el establecimiento y evolución de la mayor parte de los 
linajes celulares hematopoyéticos, en particular, de las células linfoides o eritroides (Ery), aunque 
son menos los datos disponibles sobre la biología de otros tipos celulares, como son los 
megacariocitos (MKs), eosinófilos, mastocitos, etc (Arinobu et al., 2009). Los primeros son células 
muy escasas en la médula ósea (BM) adulta (1/10.000 células totales) cuyo interés más importante 
ha radicado siempre en sus derivados, las plaquetas (PTs), como los elementos celulares centrales 
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de la coagulación. Sin embargo, existen diversas informaciones sobre su papel (o el de sus 
derivados) en procesos como la regulación de la angiogénesis, regeneración tisular, etc. Comparten 
muchos aspectos moleculares y respuestas funcionales con las más primitivas células tronco (SC) 
multipotenciales y, al mismo tiempo, programas de diferenciación comunes con el linaje Ery y, 
quizás, progenitores bipotenciales comunes. Existen datos escasos sobre la aparición de los 
primeros MKs embrionarios, tanto en la hematopoyesis primitiva como en la definitiva, así como 
sus precursores y sitios de ubicación. 
Estudios anteriores de nuestro laboratorio habían caracterizado poblaciones de 
progenitores bipotenciales hepáticos a día 11.5 de la gestación (E11.5, E, edad gestacional), con 
capacidad para reconstituir hepatocitos y células biliares en organoides de FL. En el curso de estos 
experimentos, se objetivó una población, fenotípicamente definida y cuantitativamente relevante, 
de células que promovía la diferenciación de dichos precursores hepáticos. Un estudio más 
sistemático y focalizado de este tipo celular nos ha permitido definirla como los primeros MKs 
embrionarios, que se concentran selectivamente en el FL durante una ventana ontogénica 
temprana (E10.5-E13.5) y que participan de forma prioritaria en el desarrollo del hígado, además 
de expresar de forma espontánea familias genéticas previamente restringidas a precursores 
hepáticos. Y éste es el sujeto central de este trabajo que opta al título de Tesis Doctoral. 
 
1.- CÉLULAS STEM HEMATOPOYÉTICAS: DEFINICIÓN, MODELOS DE DIFERENCIACIÓN, 
PLASTICIDAD Y TRANSDIFERENCIACIÓN 
 El sistema hematopoyético experimenta altísimas tasas de recambio de sus componentes, 
lo que obliga a preservar un conjunto de progenitores inmaduros capaces de regenerar las pérdidas 
celulares a lo largo de toda la vida del individuo. Las células capaces de dar lugar a cualquier célula 
de estirpe hematopoyética son denominadas como células tronco hematopoyéticas 
(“hematopoietic stem cells”, HSC, Till y Mc, 1961). Para mantener la homeostasis celular y 
responder a las demandas del individuo, las SC llevan a cabo dos tipos de divisiones: a) División 
simétrica, por la que a partir de una célula se generan dos células hijas idénticas. Este tipo de 
división permite incrementar el número de SC y ocurre fundamentalmente durante el desarrollo, o 
durante la regeneración tisular en el adulto; b) División asimétrica, por la que una SC genera una 
célula hija con su mismo potencial hematopoyético, y otra que dará lugar a una progenie de células 
más diferenciadas. El potencial de autorrenovación (“self-renewal”) que define las SC del adulto, 
está fundamentado en este último tipo de divisiones. Los mecanismos que dirigen las divisiones 
asimétricas en las SC pueden ser: (1) Intrínsecos, basados en la segregación irregular en la mitosis 
de algunos componentes celulares que determinan el destino celular, y (2) Extrínsecos, que 
dependen de señales extracelulares diferenciales, como consecuencia de la migración de las células 
hijas a distintos nichos (Marciniak-Czochra et al., 2009). Se sabe que en la BM, la biología, 
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supervivencia y diferenciación de las HSC dependen de interacciones celulares (p. ej con células 
osteoblásticas N-cadherina positivas que tapizan la trabécula ósea) y de señales de factores 
solubles producidos in situ en determinados nichos. Así, la ubicación preferencial de las HSC junto 
al endosteo en la BM y en interacción estrecha con osteoblastos ha sido bien caracterizada, aunque 
existen evidencias de un nicho alternativo en áreas periendoteliales (Kiel y Morrison, 2006). 
 
2.- DIFERENCIACIÓN HEMATOPOYÉTICA Y MEGACARIOCITOPOYESIS 
2.1.- De las HSC a Progenitores de Megacariocitos: Posibles Vias de Diferenciación 
La secuencia de diferenciación hematopoyética se inicia, por convención, en las 
denominadas LT-HSC (del inglés “long-term”), que expresan potencial de autorrenovación a largo 
plazo, pues cuando son trasplantadas en ratones inmunodeficientes o mielosuprimidos son capaces 
de llevar a cabo una reconstitución eficiente de todos los linajes hematopoyéticos durante más de 
seis meses, así como de recipientes secundarios y terciarios. Las ST-HSC (“short-term HSC”), son 
progenie de las anteriores, y se identifican por su capacidad de reconstituir todos los linajes 
hematopoyéticos por un período limitado de tiempo (<6 semanas post-transferencia), lo que 
implica un potencial de autorrenovación restringido. De las ST-HSC, y dependiendo de los modelos 
propuestos, derivan los llamados progenitores multipotenciales (MPP), que carecen de potencial 
de autorrenovación pero pueden generar todos los linajes hematopoyéticos. Clásicamente, las HSC 
se han identificado como aquellas células que no expresan marcadores específicos de linajes (CD19, 
CD11b, CD4, CD8, GR-1, Ter-119, etc.; Lin-) y son positivas para las moléculas c-Kit (CD117), 
receptor tirosina-quinasa de membrana para el Stem cell Factor (SCF), y Sca-1/Ly6A/E, 
denominándose como células KSL (de Kit+,Sca+,Lin-) (Ema et al., 2005). La expresión de la 
sialomucina CD34 define unas células KSL CD34-, entre las que se concentran las LT-HSC, y otros 
progenitores más maduros KSL CD34+ (ST-HSC y MPP). Otras características, como son el potencial 
de excluir el fluorocromo Hoechst 33342 a través de moléculas transportadoras de membrana 
asociadas a multi-resistencia a drogas (lo que permite definir la llamada “side population”), o la 
expresión de la endoglina (CD105, receptor accesorio del factor de crecimiento transformante 
beta,  TGF-β), la integrina αIIb (CD41) o el receptor tipo 2 del Factor de crecimiento vásculo-
endotelial (KDR, VEGFR-2 o FLK-1), han contribuido a la definición y obtención de poblaciones 
altamente enriquecidas en HSC (Coulombel, 2004). 
                   A partir del tronco común de progenitores MPP, y desde un punto de vista de 
“parentesco” genético y funcional, cabría definir (Figura I-1) una familia mieloide (Ery, MKs, 
granulocitos, monocitos, eosinófilos, etc.) versus otra linfoide (células B, células T, NK, algunas 
células dendríticas, etc), cada una surgiendo de un progenitor oligopotencial específico, que son los 
llamados progenitor mielocítico común (CMP) y linfocítico común (CLP), respectivamente (Akashi et 
al., 2000; Kondo et al., 1997). Dichos progenitores han sido bien definidos a nivel clonal in vitro, por 
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la expresión diferencial de los receptores del factor estimulador de colonias granulocíticas y 
monocíticas (GM-CSF-R) y de la interleuquina (IL) 7 (CD127 o IL-7R). Los análisis in vivo respecto a la 
existencia de CMP y CLP como tipos celulares discretos son menos concluyentes. Hay que 
considerar que muchos experimentos in vitro someten a los progenitores a estímulos excesivos que 
no recapitulan la fisiología celular, y en los que es difícil distinguir entre lo que es posible, lo 
probable y lo que realmente ocurre en el individuo. Esto, unido al problema que surge al intentar 
definir la mayor o menor relación de los MKs y las células Ery con el compartimento mieloide, ha 
llevado a postular modelos alternativos de hematopoyesis (Figura I-1). Así, la disección fina de los 
progenitores hematopoyéticos más inmaduros favorece un modelo en el que los potenciales de 
generación de linajes celulares específicos se van separando secuencialmente de un tronco común; 
en este caso la pérdida del potencial MK/Ery representaría la primera ramificación, 
inmediatamente después de las HSC, con quienes comparten múltiples aspectos moleculares y 
funcionales (Huang y Cantor, 2009). 
La expresión del receptor Flt3/Flk2 
(fms-like tyrosine kinase-3/fetal liver 
kinase-2) dentro de la población de 
progenitores hematopoyéticos KSL 
CD34+ permite diferenciar unos 
progenitores multipotenciales más 
inmaduros CD34+Flt3- y otros 
precursores linfomieloides 
CD34+Flt3+, que ya han perdido la 
capacidad para generar MKs y Ery 
(Adolfsson et al., 2005) excepto en 
una pequeña fracción de células 
(2-3%) que expresan c-Mpl 
(receptor de trombopoyetina, 
TPO) a altos niveles y que 
mantienen el potencial MK/Ery. De la misma forma, en ratones PU.1/GFP solo una fracción residual 
de progenitores KSL Flt3+GFP(PU.1)-/lowc-Mpl++, mantiene un potencial MK/Ery (Arinobu et al., 
2007). 
 
2.2- Progenitores Megacariocíticos Comprometidos 
 El consenso actual propone la existencia de un progenitor común para MKs y Ery (MEP, 
“megakaryocyte-erythroid progenitor”), en parte debido a la dependencia de ambos tipos celulares 
de la actividad de idénticos factores de transcripción, la co-expresión de receptores para 
Figura I-1.- Esquema de diferenciación hematopoyética, en el 
que se incluyen el modelo clásico descrito por Weissman y cols. 
(Flechas negras) y el modelo alternativo propuesto por Jacobsen y 
cols. (Flechas azules). Se indican los progenitores pluripotenciales 
y multilinaje y sus principales características fenotípicas. En el 
recuadro de la izquierda aparecen destacados los linajes MK y Ery. 
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eritropoyetina (EPO) y TPO, las respuestas especulares de ambos linajes al mismo estímulo (vg., 
promoción de la diferenciación eritroide y supresión de MK por EKLF) y, sobre todo, a ensayos en 
condiciones clonales. Sin embargo, más allá de correlaciones plausibles entre ambos linajes en 
cultivos específicos, que pueden sesgar los destinos celulares de los progenitores iniciales, no existe 
una demostración formal de dicho precursor bipotencial (Forsberg et al., 2006; Vannucchi et al., 
2000). Este MEP (c-Kit+ Sca-1- Lin-CD34+/- Flt3-), expresaría genes esenciales para el compromiso y la 
diferenciación/desarrollo hacia los linajes megacariocíticos y eritrocíticos, como son GATA-1, el 
receptor de eritropoyetina (EpoR), c-Mpl, el factor de von Willebrand (vWF), SCL/TAL-1, FOG-1 
(Friend of GATA), y NF-E2 (Chang et al., 2002; Mikkola et al., 2003; Orkin et al., 1998; Shivdasani y 
Orkin, 1996; Zhu y Emerson, 2002).  
En BM adulta, el inicio del linaje megacariocítico comienza con un progenitor unipotencial 
(pMK) c-Kit+Sca1-CD127-Thy1.1-Lin- que expresa la tetraspanina CD9, y que únicamente diferencia 
hacia MKs (Nakorn et al., 2003). A partir de éste, la clasificación jerárquica del linaje se realiza en 
base a la capacidad de los progenitores comprometidos para proliferar in vitro y producir colonias 
en medios semisólidos (según el número de focos y de células/colonia). De esta forma, se 
identifican dos tipos de precursores megacariocíticos: progenitores formadores de 
megacarioblastos (burst-forming units-megakaryocytes, BFU-MK) y progenitores formadores de 
colonias (colony-forming units-megakaryocytes, CFU-MK) (Figura I-2). Los BFU-MK, considerados 
como progenitores más primitivos, proliferan más que los CFU-MK y forman múltiples focos con 
más de 50 células/colonia, mientras que los CFU-MK, considerados como progenitores más 
maduros, proliferan menos, producen un único foco de menos de 50 células/colonia y a diferencia 
de los BFU-MK, son sensibles a la exposición de 5-Fluorouracilo. En modelos murinos se han 
descrito los progenitores CFU-MK como células CD9+CD41+c-Mpl+, con escasa capacidad 
proliferativa y que se corresponderían con promegacarioblastos precoces (ver más adelante) 
(Debili et al., 2004; Nakorn et al., 2003). 
 
2.3.- Cambios Morfológicos Celulares durante la Diferenciación Megacariocítica 
Los MKs maduros son células que representan menos del 0.1% del total de células de la 
BM, donde residen primariamente, aunque también se encuentran en pulmón, bazo y sangre 
periférica (Patel et al., 2005). Los MKs son células de gran tamaño (hasta 150 µm), multinucleadas y 
poliploides, que en su estadio final originan las PTs. En la generación de los MKs es fundamental el 
proceso de duplicación del ADN por endomitosis, en el que la célula duplica el ADN y entra en 
mitosis, pero no se produce una división del citoplasma ni del núcleo. El alto grado de ploidía 
alcanzado por las células permite un incremento de la síntesis proteica, que condiciona el tamaño 
celular, y éste a su vez el número de PTs que cada célula es capaz de producir. Una vez que el MK 
ha alcanzado su poliploidía definitiva, cesan las endomitosis y comienza el proceso de maduración 
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citoplásmica, en el que aparecen unas estructuras típicas, como el llamado sistema de 
demarcación de membrana (DMS), que es una extensa red de membranas definiendo cisternas 
aplanadas, y túbulos. El DMS está en contacto con el medio externo, y se cree que se puede 
originar por invaginaciones de la membrana plasmática, de forma que podría suponer un 
reservorio de membranas en respuesta a la demanda de las mismas en el proceso de formación de 
PTs (Behnke, 1968; Shaklai y Tavassoli, 1978). También en el citoplasma se definen el sistema 
tubular denso, (lugar de síntesis de prostaglandinas) que no está en contacto con el exterior, y una 
amplia variedad de gránulos, que derivan del aparato de Golgi, entre los que destacan los gránulos 
alfa, los gránulos densos, gránulos de glucógeno y los lisosomas. Estos gránulos aumentan en 
número según madura el DMS del MK, y almacenan en su interior sustancias sintetizadas por el 
propio MK y sustancias endocitadas desde el medio exterior. Entre ellos destacan los gránulos alfa, 
que almacenan factores de crecimiento, proteínas de coagulación, moléculas de adhesión, 
citoquinas y factores angiogénicos, como son el factor plaquetario IV (PF4), la β-tromboglobulina, 
el VEGF-α, el factor de coagulación V, la trombospondina, la P-selectina, y el vWF (Italiano et al., 
2008). También almacenan fibrinógeno y albúmina (ALB), que adquieren mediante pinocitosis 
(Handagama et al., 1990). Otros tipos de organelas son: los gránulos densos, que contienen altas 
concentraciones de ADP/ATP, calcio, magnesio, serotonina, y proteínas de membrana como CD63 
(LAMP3) y LAMP-2, y lisosomas, que contienen LAMP-1, LAMP-2 y CD63, hidrolasas ácidas, 
catepsinas D y E y otras proteínas.  
 
2.4.- Tipos Celulares Específicos en la Megacariocitopoyesis según su Morfología 
Durante el desarrollo megacariocítico (Figura I-2), los promegacarioblastos (pro-MG) 
representan el 5-10% de los MKs. Su ploidía está entre 2N y 8N y, al microscopio óptico, son células 
pequeñas, que aparecen como células blásticas indiferenciadas, que en la BM del ratón pueden ser 
identificadas mediante tinción con acetilcolinesterasa (AchE) (Matsumura-Takeda et al., 2007). 
Desde este estadio producen vWF (al igual que las células endoteliales), VEGF-A y el PF4, que es 
específico del linaje MK. Los proMGs pueden desarrollar mitosis completas o bien sufrir 
endomitosis y avanzar hacia los siguientes estadios de diferenciación. En función del grado de 
ploidía y del estado de maduración nuclear y citoplásmico, se definen otros estadios: 1) Los 
megacarioblastos (MG), con un núcleo en forma de riñón, dos juegos de cromosomas (4N), y un 
diámetro que varía entre las 10-50 µm. Presentan una gran cantidad de ribosomas (citoplasma 
intensamente basófilo), carecen o tienen bajos números de gránulos, su membrana plasmática 
presenta un contorno irregular y tienen una tasa núcleo-citoplasma elevada. 2) Los proMKs son 
células sin divisiones nucleares, en proceso de maduración nuclear y citoplasmático, cuyo diámetro 
oscila entre las 20-80 µm. El citoplasma del proMK es menos basófilo que el del MG y contiene ya 
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algunos gránulos y DMS. 3) Finalmente, los MK granulares y MK maduros, en los que el DMS es 
muy evidente, ocupando casi todo el citoplasma a excepción de un anillo cortical. 
2.5.- Patrón de Expresión de Glicoproteínas de Membrana, Integrinas y Receptores durante la 
Maduración Megacariocítica 
Las células del linaje MK expresan desde los estadios madurativos más tempranos diversas 
glicoproteínas (GP). Entre ellas, las integrinas GPIIb (cadena αIIb, CD41) y GPIIIa (cadena β3, CD61), 
forman el receptor de fibronectina, fibrinógeno, ADP y vWF. Las moléculas CD41 y CD61 se 
localizan en la membrana celular y en la membrana de los gránulos alfa. CD41 es expresado a altos 
niveles por células del linaje MK y PTs, y a bajos niveles por HSC más inmaduras (Mikkola et al., 
2003; Phillips et al., 1988). Sin embargo, CD61 es expresado también por monocitos y otros tipos 
celulares y, junto con la integrina αV (CD51), forma parte del receptor de vitronectina. Tanto ésta 
como la fibronectina, son proteínas de la matriz extracelular con distribución perivascular, por lo 
que la expresión de sus receptores permite situar a los MKs en este ambiente (Hynes, 1992). 
Entre los receptores de colágeno expresados por MKs destacan las integrinas α2β1 
(CD49b/CD29) y la GPVI (CD36), que también forma parte del receptor de trombospondina. Estas 
GP son expresadas temprano y a bajos niveles durante la diferenciación megacariocítica, e 
incrementan su expresión en los MKs más maduros, permitiendo la adherencia funcional a 
colágeno sólo cuando su expresión aumenta (Lagrue-Lak-Hal et al., 2001). En MKs la GPVI está 
asociada con la expresión de la cadena gamma del receptor de la fracción constante de las 
inmunoglobulinas (FcRγ), siendo previa a la expresión de esta última en todos los estadios de 
maduración megacariocítica (Berlanga et al., 2000) (Figura I-2).  
Para la adhesión inicial de las PTs a la pared del vaso dañado es crucial el receptor CD42, 
formado por las moléculas GPIX (CD42a), GPIbα (CD42b), GPIbβ (CD42c) y GPV (CD42d) (Gralnick et 
al., 1994). Este complejo presenta un sitio de unión al vWF en GPIbα (CD42b), GPIX (CD42a) juega 
un papel esencial en la estabilización del multímero CD42, y GPIbβ (CD42c) parece ser responsable 
de la expresión del receptor en superficie y participa en la señalización transmembrana por 
fosforilación de los dominios intracelulares (Tomer, 2004). La deficiencia del complejo CD42 se 
manifiesta en el síndrome de Bernard-Soulier, caracterizado por hemorragias y por presentar PTs 
ineficientes de gran tamaño, por lo que se sugiere que la expresión de este complejo es un paso 
importante durante la diferenciación megacariocítica final (Eisbacher et al., 2001). Por otra parte, 
también se ha sugerido que el complejo CD42 puede jugar un papel en regular la 
megacariocitopoyesis, tanto por inducir la expresión del inhibidor de quinasas dependiente de 
ciclina p21 (que está implicada en poliploidización), como por inducir la parada del ciclo celular en 
G1 (Kikuchi et al., 1997). La expresión de CD42 es más tardía que CD41, aunque después del inicio 
de la síntesis de CD42 los niveles de expresión de ambos receptores están bien correlacionados, de 
tal forma que podríamos identificar la siguiente secuencia de diferenciación megacariocítica en 
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función de su expresión: CD34+CD41-CD42- → CD34+CD41+CD42- → CD34+CD41+CD42+ → CD34-
CD41++CD42+ → CD34-CD41+++CD42++ (Debili et al., 2004). Es importante resaltar que la expresión 
del denominado antígeno (Ag) leucocitario común, CD45, que presenta actividad tirosina fosfatasa, 
aparece después de la de CD41 en todas las células hematopoyéticas (excepto en Ery y PTs), 
incluyendo en MKs, donde se expresa hasta estadios finales de diferenciación (Matsumura-Takeda 
et al., 2007). Otros receptores expresados por MKs y compartidos  también con otros tipos 
celulares son c-Kit, CXCR4 (receptor del factor derivado del estroma-1, quimioquina CXCL-12 o SDF-
1), CD9 y c-Mpl, que son 
expresados desde estadios 
tempranos (BFU-MK) junto 
con CD41/CD61 (Tomer, 
2004; Wang et al., 1998).  
 
 Figura I-2.- Esquema de la 
diferenciación megacariocítica, en 
el que se muestran los principales 
factores de transcripción 
implicados y la expresión de 
diversos marcadores fenotípicos. 
 
3.- REGULACIÓN DE LA MEGACARIOCITOPOYESIS 
3.1.- Factores de Transcripción 
La mayor parte de los complejos proteicos reguladores de la diferenciación de MKs son 
compartidos por el linaje Ery, lo que apoya su origen común en el MEP. En los progenitores más 
inmaduros, el balance entre los niveles de PU.1 y GATA-1 es crítico para promover la mielopoyesis 
o la eritropoyesis, respectivamente. Ambos factores se autorregulan positivamente y, además, 
inhiben mutuamente su expresión y su actividad (Burda et al., 2009). Junto con éstos, un conjunto 
de factores de transcripción son fundamentales para el establecimiento de las HSC, y también, para 
el mantenimiento de células rojas y MKs en el adulto, como son SCL, Lmo2, GFI-1b y Fli-1 (Hart et 
al., 2000; Mikkola et al., 2003). Una vez superada la decisión del linaje mieloide, los factores GATA-
2 (en los progenitores más inmaduros) y GATA-1 (que se intercambia por el anterior), en unión a 
FOG-1, son reguladores troncales de la diferenciación a MKs y Ery. GATA-1 y FOG-1 regulan la 
supervivencia y proliferación de precursores eritroides (pEry) al inducir la expresión de Bcl-x y el 
receptor de EPO (Epo-R) (Kapur y Zhang, 2001; Tsang et al., 1997), la maduración megacariocítica al 
actuar sobre la expresión génica del PF4, del vWF, del c-Mpl, y del CD41 y CD42a, y finalmente 
están implicados en la regulación del tamaño y número de PTs (Wang et al., 2002). El factor 
Eritroide-Krüppel-like (EKLF) que se expresa en estadios inmaduros eritroides y de MKs, promueve 
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la diferenciación eritroide final, pero también, por medio de la represión de la expresión de Fli-1, 
inhibe la diferenciación a MKs (Frontelo et al., 2007). C-myc es esencial en la decisión de 
autorrenovación versus diferenciación de las HSC, promueve la diferenciación preferencial de 
progenitores Ery, y en su ausencia hay severa trombocitosis con anemia y leucopenia (Guo et al., 
2009). Por el contrario, Runx1, necesario para la emergencia de la hematopoyesis definitiva en el 
embrión (Okuda et al., 1996), promueve selectivamente la diferenciación a MKs mientras “sustrae” 
las células del destino eritroide (Heller et al., 2005; Ichikawa et al., 2004; Song et al., 1999; Sun y 
Downing, 2004). Finalmente y aunque expresado en estadios tempranos, el factor NF-E2 es crítico 
para la reorganización del citoesqueleto que lleva a la producción de PTs a partir de los MKs. Una 
de las posibles dianas de este factor es la tubulina β1, isoforma específica de Ery, MKs y PTs 
(Hodivala-Dilke et al., 1999; Schwer et al., 2001; Shivdasani y Orkin, 1995; Wang et al., 1986) 
(Figura I-2). 
 
3.2.- Citoquinas y otros Factores de Regulación Molecular de la Megacariocitopoyesis 
 Tanto el desarrollo megacariocítico como la formación de PTs son reguladas, no sólo por la 
expresión de factores de transcripción como se ha visto anteriormente, sino también por el 
número de PTs en sangre periférica (Fielder et al., 1996), por el establecimiento de interacciones 
celulares (p.ej., con células sinusoidales endoteliales de la BM, BMECs; Mohle et al., 1997) y por la 
combinación de distintas citoquinas. Entre estas últimas, destacan la interleuquina-3 (IL-3) y la TPO. 
 La IL-3, producida en células NK y linfocitos T, así como en queratinocitos y otras células, es 
capaz de estimular de forma independiente los estadios tempranos del desarrollo megacariocítico 
hasta la fase de endomitosis y favorecer las fases finales de la diferenciación, al aumentar la ploidía 
y el tamaño de los MKs (Baatout, 1998). Pero, la IL-3 sola no es suficiente para que se produzca el 
desarrollo completo megacariocítico, requiriéndose al menos de una segunda citoquina, la TPO. La 
síntesis de TPO se produce principalmente en el hígado (hepatocitos), aunque también existe una 
producción menor en riñón, bazo y BM. La TPO actúa a través de su receptor c-Mpl, que es 
expresado no sólo por pMKs, MKs y PTs, sino también por otros tipos de progenitores 
hematopoyéticos, induciendo así su supervivencia y proliferación. En los pMKs, la TPO promueve 
las endomitosis, aumenta la ploidía y favorece la maduración citoplasmática. Además, induce la 
expresión de CD41, CD42b/c y CD61, y previene la apoptosis (de Sauvage et al., 1994). Sin embargo, 
una vez han madurado los MKs, la liberación de PTs no precisa la acción directa de la TPO (Choi et 
al., 1996). 
Con el desarrollo de ratones deficientes para TPO o c-Mpl, se observó que aunque existía 
un descenso del 85% en las cifras de PTs, no se producía la supresión total de la 
megacariocitopoyesis, lo cual sugiere que aunque la TPO es necesaria para alcanzar una producción 
plaquetaria óptima, deben existir otros factores capaces de estimular el proceso (Gurney et al., 
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1994; Gurney y de Sauvage, 1996). En este sentido, el factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF-
4) y el SDF-1 actúan sinérgicamente llegando a normalizar el número de PTs en animales TPO-/- y c-
Mpl-/- (Avecilla et al., 2004).  
Por otra parte, también es conocido el papel activador de la megacariocitopoyesis llevado 
a cabo por el GM-CSF, el SCF, la IL-6 y la IL-11. Los dos primeros actúan sobre todo a nivel de 
progenitores, mientras que la IL-6 y la IL-11, actúan en las fases finales de la maduración 
megacariocítica, aumentando la ploidía, el tamaño y la síntesis proteica de los MKs, y la formación 
de PTs (Hill et al., 1991). Finalmente, otras sustancias presentes en la sangre, como la trombina y 
protrombina son capaces de inhibir la formación de PTs, bien directamente o liberando inhibidores 
de origen plaquetario (Hunt et al., 1993). 
  
3.3.- Generación de Plaquetas 
 Desde el descubrimiento de las PTs hace 120 años como elementos sanguíneos formes que 
provienen de los MKs, las teorías sobre su origen han variado. Durante años, se postuló que la 
generación de PTs se produciría por fragmentación del citoplasma, que estaría previamente 
dividido en unos territorios plaquetares (Yamada, 1957). Sin embargo, actualmente se postula que 
la liberación de PTs ocurre desde extensiones citoplasmáticas tipo pseudopodio, ya observadas por 
Wright en 1906 (Wright, 1906), que son emitidas hacia los sinusoides sanguíneos (Becker y De 
Bruyn, 1976; Radley y Haller, 1982). El ensamblaje de las PTs se produciría de “novo” en el extremo 
nodular final (“tip”) de estas extensiones citoplasmáticas (“shaft”), que se encuentran decoradas 
con abultamientos (“swelling”) y que son denominadas proplaquetas (proPTs). El DMS sería el 
reservorio de membranas para las futuras proPTs y no un sistema de partición citoplasmática 
(Schulze et al., 2006). El hecho de que los MKs procedentes de ratones deficientes en el factor de 
transcripción NF-E2, que carecen de PTs, sean incapaces de formar proPTs in vitro (Levin et al., 
1999), o el no detectar anillos microtubulares en el citoplasma de los MKs antes de la 
fragmentación, soportan la teoría de liberación de PTs desde las proPTs (Radley et al., 1987), y 
recientemente se ha podido observar in vivo la formación de PTs en la luz de los vasos de la BM a 
partir de proPTs (Junt et al., 2007). Por otro lado, el descubrimiento y clonaje de la TPO y del c-Mpl, 
ha permitido grandes avances en el estudio de la trombopoyesis (Kaushansky, 2003), y ha hecho 
que la formación de proPTs sea un fenómeno bien caracterizado mediante cultivos in vitro. Hay que 
decir que las PTs liberadas in vitro por los MKs a partir de proPTs son funcional y estructuralmente 
similares a las PTs circulantes en la sangre (Choi et al., 1995; Italiano et al., 1999). 
 La formación de las proPTs es un proceso que se inicia una vez que el MK ha madurado y el 
citoplasma alcanza un diámetro de hasta 100 µm, aumenta el número de ribosomas, y se 
reorganizan tanto el DMS como el citoesqueleto (Patel et al., 2005). La emisión de la proPTs 
comienza desde una única zona en el MK, donde se forman uno o más pseudopodios. En un 
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período de 4-10 horas, las protuberancias pseudopodiales se alargan a una velocidad media de 0,85 
µm/minuto, presentando un diámetro medio de 2 a 4 µm y una longitud de 100 a 500 µm (Hartwig 
e Italiano, 2006). La generación de proPTs adicionales continúa cerca del punto de origen de la 
primera proPT en la membrana, y se extiende como una onda, por lo que el citoplasma 
megacariocítico queda transformado finalmente en una red compleja de proPTs interconectadas 
(Italiano et al., 1999). Los núcleos quedan condensados en una masa central rodeados de poco 
citoplasma y son finalmente expulsados. Teniendo en cuenta que en un ratón hay 1,8 x 105 MKs en 
la BM (Kabaya et al., 1996), y 2,2 x 109 PTs  entre las circulantes y las presentes en el bazo, con una 
vida media de 5-6 días, esto supone que cada MK debe generar miles de PTs, lo que sería posible 
gracias a la amplificación del número de extremos finales mediante la ramificación de los 
filamentos proplaquetares (Harker y Finch, 1969; Hartwig e Italiano, 2006; Trowbridge et al., 1984). 
 Los microtúbulos y los filamentos de actina tienen un papel esencial en la protusión de 
proPTs y en el transporte de partículas en su interior (Italiano et al., 1999). Además la actina, que se 
detecta a lo largo de la proPT y se concentra en los abultamientos intermedios, también está 
implicada en el proceso de ramificación de las proPTs (Italiano et al., 1999; Rojnuckarin y 
Kaushansky, 2001). 
 
3.4.- Nicho Celular de la Megacariocitopoyesis 
 Se sabe que existen dos nichos de desarrollo celular en la BM: 1) El nicho endosteal, 
también denominado osteoblástico, en el que se encuentran las HSC y progenitores 
hematopoyéticos, y que es una localización que promueve la quiescencia de estas células. 2) El 
nicho vascular, que es la red sinusoidal vascular de la BM, que se define así como una entidad 
anatómica y funcional (Arai et al., 2004; Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). La diferenciación y 
maduración celular están asociadas al movimiento centrípeto de las HSC y los progenitores desde 
el nicho endosteal al nicho vascular, desde el cual pasan a la circulación (Shackney et al., 1975). 
Estudios ultraestructurales han demostrado que las células hematopoyéticas diferenciadas, más 
que las inmaduras, tienen una íntima asociación con la microvasculatura de la BM (Kiel et al., 
2005a; Shirota y Tavassoli, 1991; Tavassoli, 1992). De hecho, casi todos los MKs maduros se 
localizan adyacentes a la pared de los sinusoides y parecen ser capaces de transmigrar a través de 
las BMECs, a la par que emiten prolongaciones tipo proPT. Una baja expresión de vWF y del 
receptor de angiopoyetina-1 (Tie-2), y la expresión constitutiva de citoquinas y de moléculas de 
adhesión como VCAM-1 y Selectina-E caracterizan a las BMECs (Avecilla et al., 2004; Kopp et al., 
2005). Se ha observado que estas células juegan un papel esencial en la hematopoyesis en 
animales mielosuprimidos, ya que los procesos de hematopoyesis y angiogénesis acontecidos 
durante el proceso de recuperación ocurren a la par y están interrelacionados. Las BMECs apoyan 
la proliferación y diferenciación de progenitores hematopoyéticos mediante la producción y 
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liberación de citoquinas y mediante el contacto celular. Co-cultivos de MKs y BMECs resultan en un 
aumento tanto de la supervivencia de las BMECs, posiblemente por la secreción de VEGF-A por 
parte de los MKs (Mohle et al., 1997), como de la producción de PTs debido a la migración 
transendotelial de los MKs a través de las moléculas de adhesión VLA-4/VCAM-1 (Avecilla et al., 
2004). La inhibición de la cadherina vascular endotelial (VE-cadherin), implicada en la formación del 
endotelio y expresada transitoriamente durante la aparición y maduración de las HSC, resulta en 
una incapacidad del nicho vascular para apoyar la diferenciación megacariocítica y actuar como un 
conducto vascular (Avecilla et al., 2004). Por otra parte, si durante la recuperación de la 
hematopoyesis tras mielosupresión se impide el incremento en los niveles de Tie-2 endoteliales, se 
inhibe la reconstrucción del nicho vascular y se retrasa la recuperación hematopoyética (Kopp et 
al., 2005).  
 Diversos progenitores hematopoyéticos, y entre ellos los de los MKs, expresan el receptor  
del SDF-1, CXCR4. Se ha demostrado que esta quimioquina aumenta la afinidad y capacidad 
migratoria de los MKs a través de la BM, induciendo la localización de los MKs en el nicho vascular y 
su interacción con las BMECs (a través de moléculas de adhesión como VCAM-1; Avecilla et al., 
2004). Por otro lado el FGF-4 apoya la adhesión de los MKs a las BMECs. Como consecuencia, se 
potencia la supervivencia y maduración de los MKs y la formación de PTs en respuesta a FGF-4 y a 
SDF-1. El tratamiento con anticuerpos (Acs) anti-CXCR4, produce un bloqueo de la translocación de 
los MKs hacia el nicho vascular, y también impide el reclutamiento de las HSCs (Dar et al., 2005). 
Por todo ello, se postula la existencia de un gradiente “haptotáctico” (Netelenbos et al., 2003; 
Netelenbos et al., 2002), en el que no sería tan importante la concentración absoluta de SDF-1 en 
solución sino la fracción de quimioquina inmovilizada y unida a componentes de la matriz 
extracelular, y de las células estromales de la BM. La secreción local en la BM de SCF induciría la 
activación de enzimas proteolíticas, como la metaloproteinasa 9 (MMP-9), que inactivan el SDF-1, 
permitiendo así que los progenitores CXCR4+ migren hacia el nicho vascular, que presenta mayores 
niveles de SDF-1 (Lane et al., 2000). El hecho de que los MKs maduren en las inmediaciones del 
nicho vascular, en parte se debe a que allí se encuentran fuera del alcance de señales inhibitorias 
de su diferenciación, producidas por las células estromales y por la matriz extracelular (Avecilla et 
al., 2004).  
4.- HEMATOPOYESIS Y MEGACARIOCITOPOYESIS EMBRIO/FETAL 
4.1.- Nichos primarios y generación de HSC en el embrión 
En el embrión, existen varias localizaciones hematopoyéticas, que funcionan desde la 
aparición de los primeros progenitores hasta su llegada, al final de la gestación, a la BM. Esta 
existencia de múltiples sitios de producción de HSC en el periodo embrio/fetal, es un fenómeno 
observado desde anfibios hasta el ser humano (Jaffredo et al., 2005). Se identifican dos nichos 
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primarios de producción de HSCs en el embrión, el YS y la P-Sp (de E8.5-9.5), que deriva del 
mesodermo de la placa lateral, y que más tarde dará lugar a la región aorta-gónadas-mesonefros 
(AGM, de E9.5-12.5) además de la placenta (Rhodes et al., 2008), y varios nichos que son 
colonizados secuencialmente por HSC y diversos tipos de progenitores más o menos 
comprometidos a linaje (Cumano y Godin, 2007). 
Las HSC se originan en el embrión a partir de un tipo celular del mesodermo primitivo 
posterior, el hemangioblasto, con el potencial de producir tanto células del linaje endotelial como 
del linaje hematopoyético (Choi et al., 1998; Kennedy et al., 1997; Sabin, 2002). El hemangioblasto 
ha sido identificado por la expresión del factor de transcripción Brachyury, necesario para el 
desarrollo del mesodermo, y del receptor KDR, que es requerido para el desarrollo hematopoyético 
y endotelial in vivo. La especificación de células mesodérmicas hacia un destino hematopoyético 
depende también, entre otros, de la expresión de SCL/TAL-1 (Chung et al., 2002; D'Souza et al., 
2005), y de señales procedentes del endodermo visceral como la proteína 4 de morfogénesis ósea 
(BMP-4), Ihh (Indian hedgehog) y el ácido retinoico (Baron, 2001; Dyer et al., 2001; Ghatpande et 
al., 2002; Sadlon et al., 2004). 
4.2.- Hematopoyesis primitiva y definitiva 
Otro rasgo particular de la hematopoyesis fetal es la existencia de dos ondas de 
diferenciación, que difieren además de por su origen y localización, por el potencial 
hematopoyético de las células que originan, así como por la dependencia de factores de 
transcripción y programas génicos que son utilizados. Existe una onda de hematopoyesis primitiva, 
que comienza a día 7.5 en el YS, antes incluso de que se establezca la circulación (E9.5), que da 
lugar a pEry y células del linaje mieloide, y carece de potencial linfoide y de LT-HSC (Weissman et 
al., 1978; Yoder et al., 1997) (Figura I-3).  
La onda de hematopoyesis definitiva se produce en la P-Sp/AGM del embrión, de forma 
independiente, a partir de E8.5. En ésta aparecen progenitores hematopoyéticos con actividad HSC 
y capacidad de dar lugar a células que se mantienen en el individuo adulto (Dzierzak et al., 1998; 
Godin et al., 1993). Estas HSC reconstituyen todas las células hematopoyéticas, al ser 
transplantadas en animales neonatos irradiados, pero no en adultos, indicando una mayor 
adecuación de los microambientes juveniles para sostener el desarrollo de HSC embrionarias 
(Kumano et al., 2003).  
Parece ser que estas HSC intraembrionarias, al igual que en el YS, se producen a partir de 
un progenitor también con potencial endotelial. Así, se ha descrito la aparición de progenitores 
hematopoyéticos desde la pared ventral de la aorta dorsal (sugiriendo la existencia de un endotelio 
hemogénico), en las arterias umbilicales y vitelinas (de Bruijn et al., 2000) y en la placenta de ratón 
(Alvarez-Silva et al., 2003; Gekas et al., 2005). Las HSC embrionarias presentan, no sólo un origen 
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común con células endoteliales, sino que también comparten con ellas la expresión de gran 
cantidad de marcadores, por lo que ha sido difícil trazarlas desde su aparición (Matsumoto et al., 
2009). Así, expresan KDR, VE-cadherina, CD34, CD31 (Pecam-1) y c-Kit (Baumann et al., 2004; 
Fraser et al., 2002; Kim et al., 2005; Matsubara et al., 2005). CD41 es el primer marcador de 
superficie que distingue las células comprometidas hacia el linaje hematopoyético de aquellas 
células endoteliales o mesodérmicas (Corbel et al., 2005; Ferkowicz et al., 2003). La expresión de 
CD41 en HSCs es transitoria, pues CD41 se pierde según van las HSC madurando, y sólo algunos 
progenitores comprometidos a linaje o los MKs mantienen su expresión (estos últimos a altos 
niveles) (Matsubara et al., 2005). De forma inversa, las HSC embrionarias más inmaduras no 
expresan CD45 (marcador pan-hematopoyético), el cual aparecerá en ellas al madurar a partir de 
E11.5 (Matsubara et al., 2005). En este estadio, también se produce un aumento en los niveles de 
expresión de Sca-1. Con la combinación de diferentes receptores pertenecientes a la familia de 
moléculas de señalización de activación linfocítica SLAM  (CD150+CD244-CD48-), se identifican HSCs 
desde el estadio de FL hasta el adulto (Kiel et al., 2005b).  
 
Figura I-3.- Nichos de hematopoyesis en el embrión de ratón. A la izquierda se esquematiza la duración de las dos ondas de 
hematopoyesis (primitiva y definitiva). A la derecha se indican los principales lugares donde tiene lugar la hematopoyesis 
embrionaria (YS y AGM). En el caso del YS aparece representado  un islote sanguíneo, mientras que en el caso de la AGM se 
muestra la generación de HSC desde células de la pared ventral de la aorta dorsal o los parches subaórticos.  A partir de 
E10.5, el FL pasa a ser el principal nicho hematopoyético, hasta el final de la gestación, cuando es sustituido por el bazo y la 
BM. 
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Existen diferencias respecto al requerimiento de distintos factores de transcripción en las 
dos ondas del desarrollo hematopoyético, por lo que pueden ser utilizados también como 
herramientas para trazar la aparición de HSCs definitivas. Así, la eliminación selectiva de genes  
como TAL/SCL y RBTN2 produce una anemia severa y un fenotipo letal por afectación de la 
hematopoyesis primitiva (Shivdasani et al., 1995a; Warren et al., 1994); la eliminación de GATA-2 
afecta tanto a la hematopoyesis primitiva como a la definitiva, y la de otros como Runx-1, Cbf, c-
myb, Ikaros, Jumonji, o Pbx-1, afecta negativamente a toda la hematopoyesis definitiva (North et 
al., 2004; Okuda et al., 1996). Notch1 participa en la hematopoyesis definitiva intraembrionaria (la 
hematopoyesis llevada a cabo en el YS es independiente de Notch1), y en concreto, influencia la 
autorrenovación de HSCs, la diferenciación linfoide y afecta a las decisiones del destino celular 
tomadas durante la hematopoyesis tanto fetal como adulta (Allman et al., 2002; Robert-Moreno et 
al., 2005).             
4.3.- Eritropoyesis y Megacariocitopoyesis 
Las primeras células hematopoyéticas diferenciadas en el embrión son células rojas 
primitivas que aparecen adyacentes a celulas endoteliales del endodermo visceral en los islotes 
sanguíneos del saco vitelino (YS) (Palis y Yoder, 2001). Los pEry primitivos (pEry-P) se producen 
para hacer frente a la demanda de oxígeno que presenta el embrión en crecimiento. Estos pEry-P 
se caracterizan por tener un gran núcleo, que será expulsado al terminar su maduración (aunque 
previamente se pensaba que no enucleaban) y por la expresión tanto de globinas embrionarias 
(hemoglobina β-H1 y las globinas ε y ζ) como adultas (globinas α y β) (Ferkowicz et al., 2003; Isern 
et al., 2008), mientras que los Ery formados durante la onda definitiva (pEry-D) sólo expresan las 
adultas. Un poco más tarde, el YS será capaz de albergar progenitores mieloeritroides definitivos 
(Palis et al., 1999). 
Existen evidencias que apuntan a la formación de MKs asociada a las dos ondas de 
hematopoyesis, y de que ésta es desde el principio bipotencial (Tober et al., 2007), ya que se 
detectan colonias EMK derivadas de progenitores comunes para Ery y MKs (MEP). El grupo de Xu 
(Xu et al., 2001) describió la presencia de progenitores megacariocíticos (pMKs) en el YS a E7.5, 
formando parte de la onda primitiva de hematopoyesis (pMKs-P). A diferencia de los Ery-P, en los 
que la expresión de hemoglobinas fetales permite separarlos de los Ery-D, en los pMKs-P no se han 
identificado patrones de expresión génica diferencial con los MK de la onda definitiva (pMKs-D). 
Aún así existen diferencias, los pMKs-P del YS a E8.5 son capaces de formar colonias in vitro en 2 
días y de producir PTs 24 horas más tarde, en ausencia de citoquinas (TPO, IL3, EPO y SCF), y 
presentan un menor tamaño (8,8 µm) que los pMKs-D fetales encontrados después de E10.5, cuya 
talla va aumentando con la edad gestacional, a la vez que su ploidía (4N de media).  
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Estudios de diferenciación in vitro con células embrionarias stem (ES) también muestran la 
existencia de dos tipos de pMKs, unos pequeños y que aparecen a día 8 de cultivo, y otros de 
mayor tamaño e hiperploides que se forman a día 12 de cultivo. Ambos producen PTs in vitro: las 
de la primera onda son redondas y con un número limitado de gránulos, mientras que las de la 
segunda onda, que se producen en mayor número, tienen forma discoidal, con gránulos bien 
desarrollados e indistinguibles de las PTs sanguíneas periféricas (Fujimoto et al., 2003). 
4.4.- El Hígado como Órgano Hematopoyético Fetal 
A partir de E10.5, el FL se convierte en el órgano hematopoyético fetal por excelencia, ya 
que es el lugar donde las HSC se expanden y diferencian, hasta que la BM realiza esta función al 
final de la gestación (E17.5) (Houssaint, 1981). Las primeras células hematopoyéticas que colonizan 
el FL son progenitores mieloeritroides, procedentes del YS (E9.5-10.5). A E11.5 aparecen las HSCs, 
que lo colonizan desde la AGM y de la placenta. Un día después se inicia una gran expansión de las 
HSCs, alcanzando sus números máximos a E15.5 y decayendo posteriormente tras su traspaso a la 
BM y al bazo (Cumano y Godin, 2007). El primer linaje en desarrollarse in situ en el FL es el 
eritroide/megacariocítico, y después, a lo largo de la gestación, aparecen otras células del linaje 
mieloide y del linfoide (McGrath y Palis, 2005).  
En cuanto a la megacariocitopoyesis, a partir de E11.5 el FL es el lugar predominante de la 
expansión de pMKs-D. El factor de transcripción c-myb es necesario para la generación de la 
megacariocitopoyesis definitiva, y de hecho, en los embriones c-myb-KO se detectan Ery-P y pMKs 
hasta E11.5 en YS, y un número de PTs normal a E12.5 (Guo et al., 2009). Este dato indica que c-
myb no es necesario para la maduración megacariocítica y demuestra que las PTs detectadas a días 
tempranos (antes de E10.5) proceden de la onda primitiva. A E11.5 las PTs son de gran tamaño (4-
5µm) y en su mayoría altamente reticuladas, pues presentan altas cantidades de ARN. Entre E14.5 y 
E15.5 el 50% de las PTs siguen siendo reticuladas, aunque su diámetro celular disminuye (3-3.5µm) 
y es al final de la gestación, cuando el diámetro celular (2µm) y el número de PTs reticuladas se 
asemeja al del adulto. Las PTs embrionarias presentan gránulos alfa de menor tamaño y un sistema 
canalicular más desarrollado (Tober et al., 2008). 
En humanos, células CD34+ del FL contienen una mayor proporción de pMKs inmaduros 
(definidos por tener un DMS menos desarrollado y una expresión del vWF más tardía) que las 
células CD34+ derivadas de la BM adulta (Ma et al., 2000). En el mismo sentido, injertos de células 
CD34+ de sangre de cordón umbilical tienen un retraso en la recuperación de PTs respecto a los 
transplantes realizados con células de sangre periférica y BM adulta, lo que indica que los pMKs 
presentes en cordón son más inmaduros y tienen una menor capacidad de producir PTs (Bornstein 
et al., 2001). Los MKs adultos son más grandes (20µm, que puede llegar a 100µm al inicio de la 
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formación de proPTs) y una ploidía de 16N, requiriendo 12 días para producir proPTs in vitro, y 
siempre con suero y citoquinas. 
 
5.- DESARROLLO DEL HÍGADO 
5.1.- Competencia, especificación y fases tempranas de su morfogénesis 
 El papel predominante del hígado como órgano hematopoyético en la misma ventana 
temporal en la que se produce la neoformación hepática como órgano con funciones metabólicas, 
nos ha llevado a plantearnos de una forma más específica el estudio de la morfogénesis hepática. 
En el proceso de la hepatogénesis se distinguen diferentes etapas, a saber, (1) la definición de pre-
patrones de expresión génica en las áreas celulares de “competencia”, (2) la 
especificación/restricción de precursores hepáticos (pHep) con programas genéticos establecidos 
en respuesta a señales intercelulares, (3) la migración, proliferación y expansión celular de los 
precursores emergentes, y (4) la diferenciación celular hasta alcanzar la funcionalidad completa 
(Duncan, 2000) (Figura 4). 
 (1) Competencia: A partir del endodermo embrionario (una de las tres capas germinales 
primarias que emergen en la gastrulación) se forman diversos órganos, como el tiroides, pulmón, 
páncreas, estómago, intestino e hígado. En particular, el hígado se origina a partir de células 
progenitoras situadas en la pared ventral del tracto digestivo anterior, en el estadio de 1 a 6 
somitas (S) (Gualdi et al., 1996; Tremblay y Zaret, 2005), mientras que del endodermo dorsal se 
deriva el intestino.  
(2) Especificación: El endodermo intestinal adquiere diferentes identidades tisulares 
mediante interacciones locales con el mesodermo adyacente (Kumar et al., 2003; Le Douarin, 1963; 
Serls et al., 2005). El mesodermo cardíaco induce la formación del hígado en el intestino anterior 
ventral, cerca del estadio de 6S (Le Douarin, 1963). La secreción de los FGFs 1, 2 y 8 por el 
mesodermo cardíaco está implicada en la activación de genes hepáticos en el endodermo del 
intestino anterior, así como en la posterior expansión de las poblaciones de células pHep recién 
especificadas (Jung et al., 1999). Las células mesenquimales del septo transverso que rodean a la 
región cardíaca en desarrollo, promueven el crecimiento y la diferenciación del recién especificado 
endodermo hepático (Le Douarin, 1975; Fukuda-Taira, 1981), por medio de la secreción de BMPs 
antes y durante la inducción hepática (Furuta et al., 1997; Jones et al., 1991). También se han 
implicado otras moléculas de señalización, como activina A, Sonic hedgehog (ssh) y Wnt, en la 
formación del esbozo hepático (Deutsch et al., 2001; Pilcher y Krieg, 2002).  
(3) Migración/proliferación/expansión: En respuesta a los factores mesodérmicos antes 
citados, en el estadio 7-8S del desarrollo de ratón (E8.5), las células del endodermo hepático 
activan genes hepático-específicos tempranos (ALB, transtirretina –TTR-, y α-fetoproteína -AFP) y 
forman un epitelio columnar polarizado, con la superficie apical orientada hacia el lumen del 
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intestino y la superficie basal de cara al estroma. Este epitelio se engruesa y migra hacia el estroma 
del septo transverso, formando a E9.5 (22-27S) el esbozo hepático (Bort et al., 2006; Wilson et al., 
2003). En esta migración hay varios factores implicados, como Prox1 (Sosa-Pineda et al., 2000), 
Hnf6 y OC-2, que regulan la expresión de E-cadherina y trombospondina-4, que son factores que 
median la adhesión y migración celular en varios contextos (Cirillo et al., 2002). Entre las señales 
estimuladoras de la proliferación, y procedentes entre otros del mesénquima del septo transverso, 
se encuentra el factor de crecimiento hepático (HGF), cuyo receptor c-met es expresado por los 
pHep embrionarios (hepatoblastos bipotenciales) (Bladt et al., 1995; Schmidt et al., 1995). La 
señalización a través de c-met está mediada por la activación de c-jun (Auer et al., 1998; Rodrigues 
et al., 1997), siendo la vía HGF/c-met/c-jun crítica para el crecimiento hepático temprano. Ratones 
deficientes para HGF, c-met o c-jun (Hilberg et al., 1993) presentan una hipoproliferación y 
apoptosis del parénquima hepático y mueren entre E13.5-E16.5. Las células endoteliales que 
rodean e invaden al recién especificado endodermo hepático son también necesarias para la 
morfogénesis hepática, pues la ausencia de las mismas produce un defecto selectivo en el 
crecimiento hepático (Matsumoto et al., 2001). En este sentido, las interacciones celulares 
encontradas entre células endoteliales y hepatoblastos durante la organogénesis son semejantes a 
los fenómenos descritos durante la regeneración hepática en el adulto, en el que las células 
endoteliales promueven la 
misma a través de la 
señalización mediada por el 
HGF (LeCouter et al., 2003).  
 
Figura I-4.- Visión esquemática del 
proceso de morfogénesis hepática 
señalando los factores de 
transcripción implicados en cada 
etapa y la expresión de marcadores 
específicos de las células hepato-
epiteliales. 
 
(4) Diferenciación: Entre E12.5-E15.5 los hepatoblastos experimentan altas tasas de 
proliferación (Grisham, 1997), para posteriormente diferenciarse en hepatocitos y células biliares. 
Los hepatoblastos co-expresan programas genéticos característicos de ambos tipos celulares (p.ej., 
ALB, TTR, AFP, γ-glutamil-transferasa -GGT-, citoqueratinas -CK- 8, 18 y 19) (Shiojiri et al., 1991). En 
el último tercio de la gestación, los hepatocitos inmaduros activan la expresión de enzimas 
implicadas en el metabolismo postnatal (glucosa-6-fosfatasa, tirosina-amino transferasa, α1-
antitripsina), incrementan la síntesis de ALB y “apagan” la expresión de AFP (Rothrock et al., 1987). 
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Por el contrario, los colangiocitos dejan de expresar ALB y AFP, mientras mantienen la expresión de 
GGT y de la CK19 (Notenboom et al., 2003).  
 
 5.2.- Estructura del hígado adulto  
 El hígado adulto presenta una estructura compleja, que viene determinada por sus 
múltiples funciones bioquímicas, de síntesis y transformación metabólica, y funciones excretoras, 
por las que los productos de desecho metabólico son secretados a un sistema ramificado de 
conductos conocido como árbol biliar, que a su vez drena en el intestino delgado. El hígado se 
divide en tres lóbulos, con una  superficie externa recubierta por una cápsula fibrosa, compuesta 
por una monocapa de células mesoteliales, denominada Cápsula de Glisson. El hígado  recibe la 
sangre de dos vías: de las arterias hepáticas (un 15% de sangre arterial oxigenada) y de la vena 
porta (el 85%, drena sangre del intestino, por lo que está repleta de nutrientes). La sangre sale del 
hígado a través de las venas hepáticas (Vollmar y Menger, 2009). 
Desde el punto de vista celular, el parénquima hepático está formado por dos tipos 
celulares mayoritarios específicos, los hepatocitos que se disponen en láminas que separan 
espacios interconectados (sinusoides) y las células que conforman los conductos biliares 
(colangiocitos). Los sinusoides están delimitados por células endoteliales fenestradas, permitiendo 
así el acceso de los componentes de la sangre hacia la membrana sinusoidal de los hepatocitos. 
Entre las células endoteliales y los hepatocitos se encuentra el espacio de Disse y en el que 
encontramos otros tipos celulares minoritarios entre los que destacan las células de Ito (principal 
reservorio de vitamina A del organismo) y  las células de Kuppfer (macrófagos situados frente a la 
membrana sinusoidal de los hepatocitos) (Vollmar y Menger, 2009). La unidad estructural y 
funcional del hígado es el acino,  formado por los llamados tractos portales  (la vénula porta, la 
arteriola hepática y el ducto biliar) ubicándose alrededor de la vena central. La sangre fluye desde 
las vénulas portales y las arteriolas hepáticas, hasta la vena central. Es de destacar el hecho de que 
los hepatocitos tienen una alta capacidad proliferativa y sólo un daño extremo lleva a la activación 
de células progenitoras más indiferenciadas (células ovales) (Brill et al., 1993). 
 
6.- INFLUENCIAS HEPATO-EPITELIALES Y HEMATOPOYÉTICOS-MEGACARIOCÍTICOS EN LA 
MORFOGÉNESIS Y REPARACIÓN TISULAR 
 
6.1.- Influencias durante las Etapas Iniciales del Desarrollo Hepático 
El FL proporciona el ambiente ideal para la hematopoyesis durante la gestación a través de 
la producción de factores solubles, como el M-CSF (factor estimulante de colonias macrofágicas), 
MCP-1 (proteína quimioatrayente de monocitos-1 o CCL2), TPO, VEGF y EPO (Arcasoy, 2008; Fujio 
et al., 1994; Schmelzer et al., 2008; Shalaby et al., 1997). En sentido inverso, las células 
hematopoyéticas están implicadas en el desarrollo hepático, ya que su ausencia, mediante 
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eliminación selectiva de c-myc únicamente en células hematopoyéticas, conduce a un fracaso en la 
expansión de los hepatoblastos  que produce una hipoplasia hepática (He et al., 2008). Las células 
hematopoyéticas producen factores como el HGF (Kamiya et al., 2001; Kinoshita et al., 1989), el 
TGF-β (Sanchez et al., 1995; Wilcox y Derynck, 1988) y la oncostatina M (OSM) (Kamiya et al., 1999; 
Kinoshita et al., 1999), que promueven tanto el desarrollo como la maduración hepática. La 
concentración local de OSM aumenta a medida que avanza la gestación, y a partir de E14.5 se une 
a su receptor gp130/OSMR expresado en los hepatocitos inmaduros, promoviendo la 
diferenciación de los mismos, y disminuyendo la producción por éstos de moléculas que favorecen 
la hematopoyesis. De esta forma, a E18.5 los hepatocitos son incapaces de mantener in vitro el 
desarrollo hematopoyético, pues el ambiente proporcionado por el hígado deja de ser favorable 
para promover su desarrollo (Kinoshita et al., 1999) y las células hematopoyéticas migran hacia la 
BM y al bazo. 
 
6.2.- Papel de las Plaquetas en Hemostasis y en Reparación Tisular 
 Las PTs tienen un importante papel fisiológico en la hemostasis y trombosis. Después de un 
daño vascular, las PTs se adhieren al tejido subendotelial que queda expuesto, se activan y 
segregan proteínas liberadas desde los gránulos (como fibrinógeno, vWF, trombospondina y factor 
V). Estas proteínas interaccionan con receptores de membrana específicos de PTs e inducen la 
agregación de más PTs, la conversión de protrombina en trombina y la formación de fibrina, para 
finalmente retraer el coágulo. Por otro lado, existen cada vez más evidencias de la participación de 
las PTs en otros procesos fisiológicos, como en inflamación (producción de ácido araquidónico, 
tromboxanos, VEGF, FGF básico, EGF, Ang-1, IGF-1 e IGF-2, PDGF, PF4, TGF-β1, MMP-1, MMP-2, 
RANTES, MIP-1α, etc) (Klinger, 1997), en angiogénesis (VEGF, PDGF, Ang-1, serotonina) (Weyrich et 
al., 2003) y en mecanismos de defensa innata (posible fagocitosis, presencia de lisosomas) (Lewis et 
al., 1976; Weyrich y Zimmerman, 2004). La liberación de factores de crecimiento derivados de las 
PTs promueve los procesos de reparación y remodelación tisular. En particular, son numerosos los 
trabajos que implican a las PTs en procesos tan importantes como la regeneración hepática tras 
hepatectomía (la inducción de trombocitopenia inhibe la regeneración tisular tras la misma) 
(Lesurtel et al., 2006), la remodelación tisular asociada al asma (Morley et al., 1984), la 
morfogénesis cardíaca, gastrointestinal y craneal (Cote et al., 2007), en la megacariocitopoyesis (Liu 
y Yang, 2006) y en la proliferación de células mesenquimales (Gruber et al., 2004). De forma 
similar, las PTs han sido implicadas recientemente en funciones de angiogénesis en tumores y en 
remodelación de los sistemas vascular y linfático en periodos embrio-fetales (Carramolino et al., 
2010; Clyman y Chemtob, 2010; Uhrin et al., 2010) lo que extiende cada vez más sus funciones 
fisiológicas, y hace más relevante el estudio de sus mecanismos de generación en situaciones 
normales.
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OBJETIVOS 
 
 
Como hemos mencionado brevemente en el apartado de Introducción, este trabajo se basa 
en la caracterización llevada a cabo por Minguet et al., 2003 de una población de progenitores 
hepáticos bipotenciales (c-KitDCD45-Ter119-) a E11.5 en el FL de ratón.  Esta población se puede 
subdividir en dos en función de los niveles de expresión de la integrina CD49f (población CD49fHc-
KitDCD45- y CD49fDc-KitDCD45-). Este hecho nos llevó a postular la hipótesis de que ambas 
subpoblaciones podrían ser progenitoras de diferentes subtipos celulares relacionadas entre sí, por 
lo que nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
 1.- Caracterización fenotípica, identificación, expresión génica y aparición ontogénica de 
las poblaciones celulares CD49fHc-KitDCD45- y CD49fDc-KitDCD45- presentes en el hígado 
embrionario del ratón a E11.5. 
 
 2.- Análisis del potencial de diferenciación in vitro y vías de generación de las poblaciones 
CD49fHc-KitDCD45- y CD49fDc-KitDCD45-, así como de su relación con otras poblaciones celulares  
presentes en el FL del ratón. 
 
 3.- Identificación del nicho celular ocupado in vivo por la población CD49fHc-KitDCD45-KDR+ 
en la ventana temporal de E10.5 a E15.5. Relación con otros componentes del linaje 
hematopoyético (células mieloides, células eritroides y células progenitoras) y hepato-epitelial. 
 
 4.- Estudio de las posibles influencias mutuas entre las poblaciones CD49fHc-KitDCD45- y 
CD49fDc-KitDCD45-, presentes simultáneamente en el FL a E11.5
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    MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1.-ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 En este trabajo se utilizaron ratones (Mus musculus), pertenecientes a las cepas BALB/c, 
C57BL/6J y transgénicos C57BL/6J GFP+, que fueron mantenidos en condiciones libres de patógenos 
en el animalario del Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) y del 
Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO). Para la obtención de embriones, se 
realizaron cruces controlados durante la noche, determinándose el coito por la presencia de un 
tapón vaginal matinal, considerándose este momento como día 0.5 de gestación (E0.5). 
 
2.-OBTENCIÓN DE SUSPENSIONES CELULARES A PARTIR DE DIFERENTES ÓRGANOS DEL EMBRIÓN 
DE RATÓN 
 Las hembras gestantes (E10.5-E15.5) fueron sacrificadas por dislocación cervical. El rosario 
uterino (que contiene los embriones), se extrajo y se colocó en una placa petri con PBS 1x + 2% FBS 
frío (solución de tinción; ST), para eliminar el exceso de sangre. A partir de este momento se 
trabajó sobre una capa de hielo, y después de cada manipulación se realizaron tres lavados en 50 
ml de ST. Bajo una lupa binocular (microscopio estereoscópico Leica EZ4D) y con la ayuda de pinzas 
de microcirugía (Dumont número 5) estériles se aislaron los embriones y sus placentas (Figura MM-
1). Posteriormente, se separaron las placentas de los embriones, se abrió el YS y se eliminó el 
amnios. Para separar el YS del embrión se cortó el cordón umbilical (arteria y vena vitelina). Los YS 
se recogieron en un tubo, y los embriones se desangraron en otro, en presencia de ST con 0,25 % 
de heparina sódica durante 15 minutos (Rovi, Madrid, España). Los embriones se recogieron de la 
solución y los linfocitos de sangre periférica (PBLs) se centrifugaron a 250G (1200 rpm) durante 5 
minutos a 4°C (salvo que se indique lo contrario, las centrifugaciones se realizaron siempre de este 
modo). Los embriones se devolvieron a placas petri donde, mediante microdisección, se aislaron el 
FL y la P-Sp/AGM. Se obtuvieron suspensiones celulares de FL, AGM y YS mediante disgregación 
mecánica y paso por jeringuillas de 1 ml, equipadas con aguja de 25G. Tras una centrifugación, se 
realizó el recuento celular  de las suspensiones obtenidas en cámaras de Neubauer, estimando la 
viabilidad por exclusión del colorante vital azul Tripán.  
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Figura MM-1.- Proceso de microdisección para la obtención de las muestras embrionarias a E11.5. En A) y B) se 
puede ver el huevo embrionario (YS+ embrión), en el interior del útero (A) o ya disecado (B), con la placenta al lado. 
En C) se muestra el embrión fuera del YS (todavía unido mediante la vena vitelina), apreciándose el corazón, el FL y 
la AGM. Los dos últimos se muestran ampliados en D) y E) respectivamente. 
 
3.-INMUNOFENOTIPADO POR CITOMETRÍA DE FLUJO (CT) 
a) Anticuerpos  monoclonales, policlonales, reactivos secundarios y otros reactivos: 
Los anticuerpos (Acs) monoclonales utilizados  fueron previamente titulados con 
poblaciones celulares positivas para cada marcador. La relación de todos los Acs y reactivos, así 
como el formato, especificidad y compañía, se recoge en la Tabla MM-1. 
b) Tinción de subpoblaciones celulares con Acs monoclonales. 
Tras la obtención de las suspensiones celulares, las células se centrifugaron en ST antes de 
ser  incubadas con ST suplementada con 10% de suero normal de ratón y un Ac frente a los FcγR 
(hibridoma 2.4G2; 3.5 µg/ml) durante 10 minutos, a 4°C. Una vez así bloqueadas, las células se 
incubaron 20 minutos a 4°C y en oscuridad, con los Acs monoclonales indicados. En el caso de los 
Acs purificados o biotinilados, se realizó una incubación adicional con un Ac secundario o con 
estreptavidina, acoplados a un fluoróforo (15 minutos a 4°C). Finalmente y tras un lavado con la ST, 
se resuspendieron las células en una ST suplementada con 50 ng/ml de ioduro de propidio (IP), 
para descartar, junto con los criterios de tamaño (FSC) y complejidad (SSC), las células muertas.  
 
4.-PURIFICACIÓN DE POBLACIONES CELULARES 
 Para la purificación de las poblaciones celulares marcadas con Acs específicos, se utilizó CT 
preparativa (FACS) en un citómetro FACSAria con el software FACSDiva 6.0 (Becton Dickinson).  El 
diseño de las ventanas de separación se realizó de forma que existan varios canales de 
fluorescencia entre las poblaciones. La pureza de las poblaciones celulares utilizadas fue superior al 
95%. En caso contrario las muestras fueron desechadas. Las muestras procedentes de embrionesd 
de ratón de más de 12 días de gestación se seleccionaron negativamente antes de la purificación, 
  Material y Métodos 
 - 24 -
para eliminar los eritrocitos Ter119+, que representan un alto porcentaje del total de células e más 
de 12 días de gestación, se seleccionaron negativamente antes de la purificación, 
 
Tabla MM-1.- Anticuerpos  monoclonales, policlonales, secundarios y otros reactivos utilizados en esta tesis. 
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hepáticas. Para ello se incubó la suspensión celular con el Ac Ter119 acoplado a biotina durante 20 
minutos, a 4°C y en agitación, seguido de una incubación de 20 minutos con bolas 
inmunomagnéticas acopladas a estreptavidina (Dynabeads Streptavidin; Invitrogen Dynal AS, Oslo, 
Norway). Finalmente, los eritrocitos se eliminaron de la suspensión celular al ser retenidos por un 
imán, recogiendo la suspensión de células no adheridas al mismo. 
 
5.- CULTIVOS CELULARES 
a) Medios de cultivo 
 El medio de cultivo utilizado fue DMEM-10 (Dulbeccos’s Modified Eagle Médium; DMEM, 
Lonza BioWhittaker, Verviers, Bélgica), suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS), 2 mM L-
Glutamina, aminoácidos no esenciales, 100 U/ml Penicilina-Estreptomicina (todos estos reactivos 
de Lonza BioWhittaker, Verviers, Bélgica), 50 µM 2-β-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA), 10-7M dexametasona (Sigma), y 1µg/ml insulina humana biosintética (Novo Nordisk Pharma 
S.A, Bergsvaerd, Dinamarca). El medio así suplementado se denomina medio completo. 
 A este medio se añadieron los siguientes factores solubles hepato-específicos: 20 ng/ml 
HGF recombinante de ratón, 10 ng/ml de EGF y OSM recombinantes humana (Peprotech EC LTD, 
London, UK). En algunos casos, se utilizó una combinación de citoquinas que promueven la 
diferenciación a linajes linfohematopoyéticos: 10% IL-7 recombinante de ratón, 20 ng/ml SCF 
recombinante de ratón, 20 ng/ml GM-CSF, 50 ng/ml FLT3-L (Peprotech EC LTD, London, UK), 50 
ng/ml TPO y 2 U/ml EPO.  
b) Soportes de cultivo 
 Las células fueron sembradas en diferentes soportes, en función de su utilización final:  
• Placas de 96 pocillos, tanto sin tapizar como cubiertas con colágeno tipo I (Discovery 
Labware, BD Biosciences, Bedford, Massachusett, USA), en un  volumen final por pocillo de 
200 µl. Para estudios generales de microscopía y recuperación celular para ARN. 
• Portas de vidrio acoplados a cámaras de cultivo (Tissue Culture Chamber Slides, Discovery 
Labware, BD Biosciences, Bedford, Massachusett, USA), sin tapizar y tapizadas con 
colágeno tipo I, fibronectina o laminina. El volumen final fue de 400 µl/cámara.  Estos 
soportes se usaron en el caso de llevar a cabo técnicas de inmunofluorescencia.  
• Insertos transwell con una membrana microporosa de PTFE (espesor 30-50 µm), cubierta 
con una mezcla equimolar de colágenos tipo I y III derivados de placentas bovinas, con un 
tamaño de poro de 0,4 µm (especiales para llevar a cabo co-cultivos). Se pretrataron con 
medio completo a 37°C, añadiendo 100 µl (inserto) y 600 µl (pocillo inferior), 1 hora antes 
del cultivo. Tras retirar este medio se añadieron las células resuspendidas en medio 
completo fresco, manteniendo los volúmenes citados. Este tipo de cultivo permite estudiar 
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las influencias ejercidas por  los factores solubles producidos por las diferentes poblaciones 
así como la importancia de los contactos célula-célula. 
c) Condiciones de cultivo 
 Suspensiones celulares de FL y YS de E11.5 de gestación se distribuyeron en los distintos 
soportes de cultivo a una densidad de 1-2 x105 células/cm2. Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 
5% de CO2, durante períodos variables de tiempo, refrescando el medio de cultivo cada 48 horas. 
Los cultivos se observaron diariamente desde día 0 a 10 de cultivo utilizando un microscopio Leica 
DMI3000B (Leica, Wetzlar, Alemania). En momentos seleccionados se capturaron imágenes con 
una cámara  Leica DF420 (Leica, Wetzlar, Alemania). En algunos casos se realizaron cultivos en un 
microscopio invertido Leica DMI4000B (Leica, Wetzlar, Alemania), acoplado a una cámara de CO2  (a 
37°C y 95% humedad) y equipado con una cámara Leica DF360FX (Leica, Wetzlar, Alemania), 
realizando microfotografías secuenciales cada 2 minutos, durante períodos de entre 8-12 horas. 
d) Ensayos de formación de colonias hematopoyéticas in vitro (CFU-C) 
Se llevaron a cabo ensayos clonales para evaluar la capacidad de las diferentes poblaciones 
celulares purificadas para dividirse y formar colonias, así como su potencial de diferenciación. Para 
ello hemos empleado un medio comercial  semisólido (Methocult® GF M3434, Stem Cell 
Technologies, Vancouver, Canadá), que contiene una base de metilcelulosa, junto con una mezcla 
de citoquinas recombinantes que promueve la proliferación de células progenitoras 
hematopoyéticas de estirpe granulocito-monocito, megacariocítico y eritrocítica: 50 ng/ml SCF 
recombinante humano (rh), 20 ng/ml rh IL-3 (interleuquina-3), 20 ng/ml rh IL-6 (interleuquina-6) y 
3 u/ml rh EPO, en IMDM, suplementado con 1% BSA (albúmina de suero bovino), 30% FBS (suero 
bovino fetal), 10-4M 2-Mercaptoetanol, 2mM L-Glutamina, 10 µg/ml insulina rh, 200 µg/ml 
transferrina rh. En los casos indicados, se suplementó el medio de cultivo con TPO (50 ng/ml). 
Las diferentes poblaciones celulares purificadas se resuspendieron en 50 µl de medio 
completo IMDM y 450 µl de Methocult® GF M3434. El ensayo se realizó por triplicado, sembrando 
entre 300 y 3000 células/pocillo en una placa multipocillo p48 (pocillos de 1 cm2; 11 mm de 
diámetro, placa multipocillo P48, NUNCTM Brand Products, Denmark). Las placas se incubaron a 
37°C con una presión parcial de CO2 del 5% y 95% de humedad. Después de 7-10 días de cultivo, se 
observaron las placas usando un microscopio invertido. Se contabilizó el número de colonias y el 
número de células/colonia. También se tipificó el tipo celular al que pertenecía cada colonia en 
función de criterios morfológicos establecidos y por CT, diferenciando CFU-GM (Unidades 
Formadoras de Colonias Granulocito-Monocito), CFU-E (Unidades Formadoras de Colonias 
Eritroides) y CFU-Mix (Unidades Formadoras de Colonias GM y E). En todos los casos, como control 
del ensayo, se utilizaron suspensiones celulares de FL y PBL sin purificar, y BM adulta, a la misma 
densidad celular. 
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6.- TINCIONES HISTOLÓGICAS, INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOHISTOQUÍMICA 
a) Preparación de las muestras    
 Las suspensiones celulares de FL procedentes de embriones a E11.5, así como de las 
diferentes poblaciones de células purificadas mediante FACS, fueron depositadas sobre 
portaobjetos de vidrio mediante centrifugación a 65G (300 rpm) durante 5 minutos en una 
citocentrífuga (Cytospin-4, Shandon, Reino Unido). Los cultivos celulares utilizados para el análisis 
mediante inmunofluorescencia se llevaron a cabo en cámaras de cultivo sobre portas como 
anteriormente se ha citado. Tras un período de incubación comprendido entre 2 y 7 días, se retiró 
el medio de cultivo y se lavaron los portas con PBS 1x, antes de ser centrifugados a 166G (700 rpm) 
a 4°C durante 15 minutos. Ambos tipos de portas fueron sumergidos en una solución de fijación, 
que para las tinciones de hematoxilina-eosina (HE) y la mayoría de inmunofluorescencias (a no ser 
que se diga lo contrario) e inmunohistoquímica fue paraformaldehído al 4% (PF4%), durante 20 
minutos a temperatura ambiente. Para tinciones May-Gründwald Giemsa los portas fueron 
sumergidos durante 3 minutos a -20°C en metanol frío, tras lo cual se dejan secar por evaporación. 
Tras la fijación, los portas se lavaron  con PBS 1x y se almacenaron a 4°C sumergidos en PBS 1x 
hasta su utilización.  
 Los embriones desangrados de ratón procedentes de períodos embrionarios E10.5- E15.5 y 
sus YS, fueron sumergidos en PF4%, durante 1 noche (E10.5- E12.5) o dos días (E13.5 y E15.5), en 
agitación continua y a 4°C. Tras ello se lavaron durante 6 horas con PBS 1x, realizando cambios (en 
agitación y a 4°C) y se introdujeron sucesivamente en una solución de sacarosa al 15% y al 30%. A 
continuación, los embriones fueron embebidos en el medio de congelación tisular OCT (Jung Tissue 
Freezing Médium, Leica Microsystems), orientándolos espacialmente en un molde de plástico 
rectangular, para obtener secciones transversales, sagitales o longitudinales. Finalmente, fueron 
congelados progresivamente colocando el molde de plástico, con el embrión embebido en OCT, 
sobre un lecho de nieve carbónica. Los moldes fueron conservados a -80°C hasta su utilización. 
Mediante un criostato (Leica CM 1850), se obtuvieron cortes de 5-8 µm, que fueron recogidos 
sobre portaobjetos (Star Frost microscope slides, adhesive weiss/white) y se almacenaron  a -80°C 
hasta su uso. Las muestras de tejido procedentes de ratones adultos, se procesaron de la misma 
manera, a excepción del tratamiento con sacarosa. 
b) Tinción HE 
Los portaobjetos se lavaron con PBS 1x (en el caso de muestras ex vivo o cultivos) o en 
agua (secciones histológicas) durante 5 minutos y en agitación continua. A continuación, se 
sumergieron en hematoxilina de Carazzi (Panreac Química S.A, Barcelona, España) durante 10 
minutos y se lavaron con agua del grifo durante 5 minutos. Se tiñeron con eosina amarillenta 
hidroalcohólica al 1% durante 1 minuto (Panreac Química S.A, Barcelona, España) y se lavaron con 
etanol puro (Merk) durante 5 minutos. Finalmente los portaobjetos fueron introducidos en 
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xilol/xileno y montados con Depex (ambos de BDH, WWR Internacional Ltd. Poole, England). La 
hematoxilina es un colorante básico que tiñe de morado las estructuras ácidas  (núcleos celulares), 
por el contrario, la eosina es un colorante acidófilo, que tiñe de rojo o rosa los componentes 
básicos. Como resultado de esta tinción, los núcleos aparecen azules/morados, los citoplasmas 
rosas, los eritrocitos rojos/anaranjados y la fibrina rosa. 
c) Tinción May-Gründwald Giemsa 
Después de la fijación, los portas se sumergieron 3 minutos en el colorante May-
Gründwald (Materlab) preparado al 50% en agua destilada y se lavaron con agua corriente. Luego 
fueron teñidos con solución de Giemsa (Materlab) (1,5 gotas de giemsa por cada mililitro de agua 
destilada) durante 15-30 minutos (en función del tipo celular y de la muestra). Finalmente se 
lavaron con agua del grifo, se secaron al aire y se montaron con Depex.  La solución May-
Gründwald contiene eosina y azul de metileno diluidos en metanol.  El azul de metileno tiene 
apetencia por las estructuras basófilas, tiñéndolas de azul.  
d) Inmunofluorescencia e inmunohistoquímica 
Las preparaciones de muestras ex vivo, cultivos y secciones tisulares de embriones de ratón 
(tanto de la cepa BALB/c como C57BL/6J) de diferente edad gestacional, fueron utilizados para 
detectar diferentes Ags mediante inmunofluorescencia (ver tabla MM-1). Para ello se llevó a cabo 
un lavado de los portas previo de 10 minutos con PBS 1x + 0,1 % Tween-20 (PBT), a temperatura 
ambiente y en agitación continua. A partir de este momento todas las incubaciones se llevaron a 
cabo en cámara húmeda  (a excepción de los lavados intermedios en PBT) a temperatura ambiente 
y en oscuridad, a no ser que se especifique lo contrario. Tras la rehidratación se realizó un 
tratamiento con NH4Cl 50 mM durante 15 minutos, para disminuir la autofluorescencia de la 
muestra e impedir la unión de los Acs a los grupos amino libres que queden tras la fijación con 
PF4%. A continuación, se incubaron los portaobjetos durante 30 minutos en una solución de 
bloqueo (SB) que evite la unión inespecífica (2% BSA 0,1% Tritón X-100 en PBS 1x). Finalmente se 
llevó a cabo la incubación toda una noche a 4°C con el Ac deseado (previamente centrifugado a 
12000 rpm, 5 minutos) diluido en la SB. En el caso de utilizar dos Acs marcados directamente, 
ambos Acs se incubaron a la vez. En aquellos casos en los que se utilizó algún anticuerpo  
purificado, las incubaciones se hicieron secuenciales, revelando el Ac primario con uno secundario 
(90 minutos a temperatura ambiente).  
El protocolo seguido con los Acs biotinilados incluyó una inhibición de la biotina endógena, 
antes del tratamiento de autofluorescencia con NH4Cl, con un kit de Dako Cytomation (Biotin 
Blocking System) siguiendo las especificaciones del fabricante. El revelado de los Acs biotinilados  
se llevó a cabo por  dos métodos alternativos: a) Incubación con estreptavidina unida a un 
fluoróforo (1 hora de incubación, a temperatura ambiente y en oscuridad); b) Uso de un  kit de 
amplificación de la señal mediante tiramida (Tyramide Signal Amplification – TSA Cyanine 3 System; 
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PerkinElmer LAS, Inch, Boston).  En este caso  y tras inhibir la biotina y tratar con NH4Cl 50 mM, se 
realizó un bloqueo de la peroxidasa endógena con 0,3% H2O2 en metanol (10 minutos, a 
temperatura ambiente y en oscuridad). A continuación se realizó el bloqueo mediante una solución 
suministrada por el kit de TSA y que también se usó para diluir los Acs biotinilados y la 
estreptavidina-HRP. Después de incubar con los Acs biotinilados correspondientes, éstos se 
revelaron con la estreptavidina-HRP. Finalmente se añadió durante 10 minutos una solución de 
cianina 3 acoplada a tiramida (diluida 1:50 en un buffer de amplificación suministrado por el kit). 
En algunos casos fue necesario amplificar la señal de determinados Acs que estaban 
acoplados a fluoresceína (FITC), p. ej., el Ac anti-albúmina o si se realiza un doble marcaje con un Ac 
acoplado a fluoresceína y con un Ac biotinilado y amplificado con el kit TSA, ya que el tratamiento 
con H2O2 afecta a la fluoresceína. Para ello se recurrió, al finalizar la tinción previa, al uso de un Ac 
anti-FITC acoplado a alexa fluor 488 (90 minutos, temperatura ambiente, en oscuridad). 
Tras el revelado de los Acs, se contrastaron los núcleos durante 30 minutos con 4-[3-(3-
methyl-2(3H)-benzothiazolylidene)-1-propenyl]-1-[3-(trimethylammonio)propyl]-diiodide (TOPRO-
3; Invitrogen, Molecular Probes, Oregon, USA),  o con 4´,6-diamino-2-fenilindol dihidrocloruro 
10mM (DAPI; Molecular Probes) durante 10 minutos. 
Para la tinción inmunohistoquímica con el Ac Ter119 biotinilado, se inhibió la biotina 
endógena y se bloqueó la peroxidasa con H2O2 como previamente se ha citado. El revelado se 
realizó con una estreptavidina-HRP, tras lo cual se utilizó como cromógeno diaminobencidina (DAB, 
Dako Cytomation LIquid DAB + Substrate Choromogen System) y los núcleos fueron contrastados 
con hematoxilina de Carazzi (10 minutos). 
  En todos los casos, se realizaron controles de isotipo con los Acs pertinentes. Las 
preparaciones se sellaron para su análisis con un medio de montaje que ayuda a 
prolongar/preservar la fluorescencia, como es el Prolong Gold (Invitrogen, Molecular Probes, 
Oregon, USA) o en el caso de tinciones inmunohistoquímicas, con Depex. Finalmente las 
prepraraciones se analizaron  en un microscopio confocal LSM 510 Vertical (Carl Zeiss Microscopy, 
Deutschland) o en un microscopio confocal multiespectral Leica SP5 (Leica, Wetzlar, Alemania). 
e) Ensayos de proliferación celulares  
Las hembras gestantes a E11.5 fueron inyectadas con 150 µg de EdU (5-ethynyl-
2’deoxyuridine, Click-iT® Edu Imagin Assay, Invitrogen, Molecular Probes®) en PBS 1x. Tras 4 horas 
se procedió al sacrificio de las hembras. Los embriones se procesaron para obtener secciones 
tisulares, como se describe anteriormente.  EdU es un novedoso análogo de nucleósidos de 
timidina, de pequeño tamaño con lo que, a diferencia del BrdU, no es necesario permeabilizar ni 
tratar las muestras para revelar su incorporación. Su detección in vivo se llevó a cabo siguiendo las 
instrucciones del fabricante, y se combinó con técnicas de inmunofluorescencia para trazar 
diferentes marcadores hematopoyéticos. 
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7.- DETECCIÓN DE TRÁNSCRITOS ESPECÍFICOS POR PCR Y PCR A TIEMPO REAL 
La extracción de ARN total así como la preparación de ADNc de muestras ex vivo 
(suspensiones celulares de órganos completos y poblaciones purificadas mediante FACS) y cultivos 
celulares, se realizó siguiendo métodos anteriormente descritos (Gaspar et al., 1990). La síntesis de 
ADNc se realizó sobre muestras de ARN (10 µl) desnaturalizadas por calor (65°C 10 minutos), 
utilizando 1µg de oligo-(dT) como cebador y 1 U de la transcriptasa reversa del virus de la 
mieloblastosis avícola (AMV-RT; Promega, Madinson, EE.UU). Las reacciones de amplificación de 
tránscritos específicos mediante PCR, se llevaron a cabo sobre alícuotas (1/25 del volumen total) de 
ADNc utilizando 1 U de Taq polimerasa (Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania). Los ciclos 
de PCR consistieron en: a) Una desnaturalización inicial a 95°C durante 5 minutos, b) sucesivos 
ciclos de PCR (40), que constan de un primer paso de 95°C durante 1 minuto, seguido de un 1 
minuto a la temperatura de anillamiento/hibridación  (específica del par de oligonucleótidos 
usados como cebadores para amplificar), y un paso de polimerización a 72°C durante 1 minuto y c) 
Un paso de polimerización final de 10 minutos a 72°C. Para estimar la cantidad de ARNm inicial de 
cada muestra, se utilizó el nivel de transcritos del  gen GαS  (gen “housekeeping” que es expresado 
constitutivamente).  Los cebadores se eligieron en diferentes exones  de los genes a cuantificar, de 
forma que el tamaño del fragmento amplificado en el caso del ADN genómico y del ARNm fuera 
muy diferente. Los productos de la reacción de PCR (1/5 del volumen) se separaron 
electroforéticamente en geles de agarosa al 2% y se visualizaron por tinción con bromuro de etidio 
en un aparato Gel DocTM XR (BioRad Laboratories), adquiriéndose las fotos con la ayuda del 
software Quantity One® 4.6.7. En la Tabla MM-2 aparecen resumidas las secuencias de los 
oligonucleótidos usados, las temperaturas de anillamiento y el tamaño de los fragmentos 
amplificados. 
 La PCR a tiempo real (PCR-TR) permite realizar una cuantificación precisa del nivel de 
tránscritos siendo los valores obtenidos directamente proporcionales a la cantidad de molde 
inicialmente presente en la reacción. Para llevar a cabo la PCR-TR se  utilizó el kit LightCycler 
FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania) según el 
método basado en el uso del colorante fluorescente SYBR Green I, que emite fluorescencia sólo 
cuando se une a ADN de doble hebra. La detección de fluorescencia se realiza en cada ciclo y la 
cantidad de material amplificado se define por aquel ciclo en el que la fluorescencia comienza a 
detectarse (expresado por el Crossing Point, Cp). De este modo, las muestras con un menor Cp 
serán las que posean mayor expresión de un determinado tránscrito. Al igual que en el caso de la 
PCR convencional, para normalizar la cantidad de ARN total de cada muestra, se utilizó la expresión 
del gen GαS. La cuantificación relativa se llevó a cabo mediante el método 2-∆∆Ct (Schmittgen, 
2001), cuya fórmula es la siguiente: 
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2-∆∆Ct = 2-[(Cp target muestra
- Cp GαS
 muestra
)-(Cp target 
calibrador
-Cp GαS 
calibrador
)]  
 
 
El  gen diana o target  es el gen de ALB y el calibrador una suspensión de FL11.5  sin 
purificar. En ensayos preliminares se determinaron las condiciones de amplificación sobre 
diluciones seriadas de ADNc de hígado total para calcular la eficiencia de la reacción, que fue de 
2.01. 
 La PCR-TR se realizó en capilares (volumen final 20 µl), con la  mezcla de reacción que 
especifica el fabricante: MgCl2 2mM; cebadores (4µg/ml de concentración final de cada uno de 
ellos)  y 2 µl de LC-FastStart DNA Master SYBR-Green I 1x, junto con 1/25 del ADNc. Los capilares se 
alojaron en el carrusel del LightCycler 4.0 (Roche Molecular Biochemicals, Manneheim, Alemania) 
tras una breve centrifugación a 635G (3000 rpm). La reacción se llevó a cabo con el siguiente 
programa: 10 minutos de preincubación a 95°C, seguidos de 55 ciclos de 10 segundos de 
desnaturalización a 95°C, 10 segundos de hibridación a 60°C y 20 segundos de elongación a 72°C. La 
medida de la señal de fluorescencia se efectuó a 530 nm durante la fase de extensión de cada ciclo. 
Al finalizar la amplificación se efectuó un análisis de las curvas de disociación del producto de 
amplificación aumentando la temperatura a razón de 0,1°C/s desde 65°C hasta 95°C, registrando 
continuamente la señal de fluorescencia a 530 nm, y el tamaño de los fragmentos se verificó 
también mediante separación electroforética en geles de agarosa, según se indica más arriba. 
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Greenberg et al., 200259°C
V120 (308pb)  
V164 (440pb)  
V188 (512pb)
5' GAT CAT GCG GAT CAA ACC TCA CC 3'                            
5' CCT CCG GAC CCA AAG TGC TC 3'
VEGF-A
Cedidos por el Dr. José Luis de la Pompa 
(CNIC)
60°C237
5' GGT TCT CTG TCA AGT GGC GGT 3'                               
5' TCT TTC GGT GTC TTG CTC TG 3'
KDR/FLK-1
Este trabajo60°C425
5' CCA CTT GCC ACA ACA ACA TC 3'                                     
5' TTC ATC CAG GAT TCT CCC TG 3'
vWF
Li et al., 200360°C314
5' TGT GAC ACC ACA TAG TGT GGA 3'                               
5' TGA AGT CGT AGG ATC TCC ACT 3'
GPIbα
(CD42b)
Este trabajo55°C743
5' ACA GGA TGT TGA CAA TGC TTC TC 3'                            
5' AGA CCA GAG ATG GAC AGG TGA T 3'
Vimentina
Este trabajo62°C375
5' CGC TGG AAC AGA GAT TGG AAG 3'                               
5' GTC TCA AGG GTA TTA GGC AAG 3'
Nestina
Minguet et al., 200360°C504
5' ATC CAC AAG CTC CTG ACA G 3'                                 
5' ACT GCT TTG GCA AGA TCC TGG 3'
TTR
Minguet et al., 200355°C805
5' TCA ACA GAC CAG ACA GTG AGC T 3'                             
5' AAA GGG TGG TCG AAG GCG A3'
AAT
Minguet et al., 200355°C820
5' TCA CAC CCG CTT CCC TCA TCC T 3'                             
5' CAT CCT GCA GAC ACT CCA G 3'
AFP
Minguet et al., 200352°C585
5' ACA AAC AAC AGT AGG GTG GA 3'                                    
5' AGC AGG AAC AAT GAC ACC AA 3'
HGF
Minguet et al., 200360°C821
5' ATT GAA ACC ATT GTG GCC GCC ATG AGC 3'                  
5' GAA GAC ACG GCG GAT GTT CTC AGT GTC 3'
Gα
Minguet et al., 200360°C702
5' AGA AGA CAC CCT GAT TAC TCT 3'                                   
5' TCG AGA AGC AGG TGT CCT TGT 3'
ALB
ReferenciaTª HTamaño (pb)Secuencia de cebadores (5'-3')Gen 
 
Tabla MM-2.- Se muestran las secuencias de los oligonucleótidos utilizados como cebadores en las PCRs, tamaños 
(pares de bases; pb), temperaturas de hibridación (TªH) y referencias bibliográficas de cada gen amplificado 
(Greenberg et al., 2002; Li et al., 2003; Minguet et al., 2003). 
 
8.- PROGRAMAS DE ANÁLISIS UTILIZADOS 
a) El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa Prism 4.0 (GraphPad Software 
Inc., San Diego, EEUU). Los números mostrados representan la media ± error estándar de la media 
(SEM) y en los casos indicados se muestra el rango de las distribuciones. Las comparaciones entre 
valores de diferentes muestras o condiciones se calcularon mediante el test de la t de Student y la 
realización de tablas de contingencia (Chi cuadrado). 
b) El procesamiento de las imágenes tomadas con el microscopio de fluorescencia confocal se 
llevó a cabo con diversos programas: 
- Confocal Zeiss Image Browser 4.2: Para visualizar las imágenes capturadas con el 
microscopio confocal LSM510 vertical (Carl Zeiss, AG, Deutschland), medición de diámetros 
celulares, así como  la transformación del formato con el que se toman las imágenes (.lsm) 
al formato .tif (Tagged Image File Format). 
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- ImageJ: Para la corrección de brillo/contraste de las imágenes, los contajes celulares, así 
como la realización de las reconstrucciones 3D (imágenes de microscopía confocal 
tomadas en los ejes x,y,z). 
- Adobe Photoshop 7.0: Para la visualización de los distintos canales por separado. 
c) Para el montaje de los vídeos procedentes de cultivos llevados a cabo en el microscopio 
invertido Leica, acoplado a una cámara de CO2, se utilizó el programa LAS_AF lite 2.0 (Leica). Los 
fotogramas se tomaron cada 2 minutos, con una duración media de  8-12 horas/vídeo. 
d) El software LightCycler 4.0 (Roche Diagnostics GMBH, Germany) fue utilizado para calcular el 
“threshold cycle” o “crossing point” de cada reacción, así como la especificidad de la misma, a 
través del análisis de las curvas de disociación (Melting). 
e) El análisis de los datos de CT, se llevó a cabo con los programas FlowJo 6.3.4 (Tree Star, Inc., 
Stanford University, CA) y CellQuest Pro 5.2 (BD Biosciences, Bedford, Massachusett, USA). Para la 
purificación celular (FACS) se utilizó el programa  FACSDiva 6.0 (Becton Dickinson).
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RESULTADOS 
 
 
1.- LA POBLACIÓN PROGENITORA DE CÉLULAS HEPÁTICAS Y COLANGIOCITOS c-KitDCD45-TER119-, 
PRESENTE EN EL FL A E11.5 DE GESTACIÓN, ES HETEREOGÉNEA Y CONTIENE PROGENITORES DE 
LINAJE MEGACARIOCÍTICO (pMKs). 
 Trabajos previos de nuestro laboratorio (Minguet et al., 2003) describieron una población 
de células progenitoras bipotenciales presente en el FL del ratón a E11.5, que genera hepatocitos y 
colangiocitos. Esta población, que fue definida por una baja expresión del receptor c-Kit (marcador 
de células indiferenciadas de diversos linajes) y por la ausencia de los marcadores hematopoyéticos 
CD45 y Ter119 (c-KitDCD45-Ter119-) (Figura R-1A), era positiva para la expresión de genes hepáticos 
tempranos (ALB, TTR y αFP) y de maduración hepática (AAT, GGT y TAT). El análisis de la expresión 
de la integrina α6 (CD49f) en las células c-KitDCD45-Ter119- mostró un patrón bimodal, definiendo 
una subpoblación con niveles de expresión elevados (high; CD49fH) y otra débil o prácticamente 
negativos (dull; CD49fD) (Figura R-1B). La cadena α6 forma, junto con la cadena β1 (CD29), el 
receptor de laminina (VLA-6). Esta matriz es expresada en el primordio hepático y según avanza la 
gestación su presencia disminuye hasta quedar reducida a áreas periportales en el hígado adulto 
(Couvelard et al., 1998; Suzuki et al., 2000). La expresión bimodal de CD49f indicaba que la 
población de progenitores hepato-epiteliales identificados por nosotros era heterogénea, por lo 
que nos planteamos estudiar ambas subpoblaciones en profundidad. Para analizar de forma más 
detallada los linajes celulares presentes en E11.5, utilizamos diferentes combinaciones de Acs y CT. 
En primer lugar realizamos tinciones  triples con los Acs  anti-CD49f, anti-c-Kit y anti-CD45 (Figura 
R-1C,D), observando que entre las células que expresan CD49fH, aquellas que presentan altos 
niveles de c-Kit co-expresan también CD45 y por lo tanto pueden ser identificadas como 
progenitores de células hematopoyéticas (CD49fHc-KitHCD45+). Casi la mitad de las células CD49fH 
que expresan bajos niveles de c-Kit (c-KitD), son negativas para CD45, al igual que lo es la población 
CD49fDc-KitD. La población CD49fHc-KitDCD45- representa un 8,0±3,4% (media ± SEM, n=10) de 
todas las células del FL a E11.5 (Figura R-2A), mientras que la población CD49fDc-KitDCD45- supone 
un 4,7±2,6% (n=10). Sin embargo, a E13.5, esta última población aumenta no sólo su porcentaje 
sino también extraordinariamente sus números absolutos (de 3,6x103 a 6,3x105 células/hígado, 
aumento de 175 veces), mientras que la población celular CD49fHc-KitDCD45-, que disminuye en 
porcentaje, incrementa positivamente en número absoluto más lentamente según aumenta el 
tamaño del hígado (desde 6,2x103 a 1,2x105 células/hígado, aumento de 19 veces).  
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Figura R-1.- Análisis por CT de suspensiones celulares de FL de ratón a E11.5. El dot plot A) muestra la expresión de 
c-Kit y de los marcadores hematopoyéticos Ter119 y CD45. El rectángulo en el plot define la población c-Kit
D
 de 
progenitores hepato-epiteliales cuyo patrón de expresión de la integrina CD49f se muestra en el histograma B) 
(arriba en línea discontinua, el control de isotipo, abajo en línea continua CD49f). El dot plot C) muestra la tinción 
correspondiente a CD49f y c-Kit. Los rectángulos en el interior del dot plot definen tres subpoblaciones analizadas 
para la expresión de CD45 en el histograma D). En éste, la línea vertical discontinua define el límite del control de 
isotipo. Los histogramas y los dot plots corresponden a un experimento representativo de un total de diez 
realizados en las mismas condiciones. Las escalas de los ejes de fluorescencias son logarítmicas. 
 
 
Figura R-2.- Evolución de las poblaciones CD49f
H
c-Kit
D
 y CD49f
D
c-Kit
D
 durante la gestación. A) Los gráficos 
(izquierda y centro) representan los números relativos y absolutos por FL de las poblaciones celulares CD49f
H
c-
Kit
D
CD45
-
 (CD49f
H
, cuadrados rellenos) y CD49f
D
c-Kit
D
CD45
- 
(CD49f
D
, círculos vacíos) presentes los días indicados de 
gestación. Los datos corresponden a la media ± SEM de 10 experimentos. En el diagrama de barras de la derecha se 
representa el incremento diario en número absoluto de las células CD49f
H
 (barras blancas) y CD49f
D
 (barras grises), 
y células del FL total (barras negras). B) Los  histogramas muestran el nivel de fluorescencia del receptor c-Kit 
presente en las poblaciones celulares indicadas a los días de gestación E10.5, E11.5 y E12.5. Las líneas verticales 
discontinuas señalan los niveles de fondo encontrados con Acs anti-isotipo. Se muestra un experimento 
representativo de tres realizados en las mismas condiciones. 
 
El nivel de brillo de la molécula c-Kit desciende en las células CD49fHc-KitDCD45- de E11.5 a 
E12.5 indicando la maduración de las mismas (Figura R-2B). Esto también ocurre con otras 
poblaciones celulares del mismo periodo ontogénico como las células CD45+, que reducen el nivel 
de c-Kit a E12.5, y células del linaje eritroide Ter119+, que ya lo han hecho a E10.5, como 
previamente habíamos descrito (Minguet et al., 2003). 
Mediante selección electrónica de las células que muestran nivel elevado o débil de CD49f 
(Figura R-3A), analizamos la expresión de CD45 en combinación con otras dos moléculas 
expresadas en células progenitoras, VEGFR2/KDR y la integrina αIIb/CD41 (Figura R-3B-E). Sólo 
pequeños números de células CD49fD muestran expresión para KDR o CD41, o son CD45, y 
prácticamente ninguna co-expresa estos marcadores, lo que se corresponde con un posible 
fenotipo de progenitor hepático (pHep), que sería CD49fDc-KitDCD45-KDR- (Figura R-3C, E). Por el 
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contrario, las células CD49fH son más heterogéneas: alrededor del 40% de ellas presentan 
únicamente elevados niveles de CD45, siendo negativas para KDR o CD41  (Figura R-3B, D). Una 
fracción menor de células CD49fH presenta niveles intermedios de CD45 y estas células a su vez son 
positivas o negativas para KDR y/o CD41 (éste último a bajos niveles), mientras que un gran 
número de células CD49fH son CD45- y expresan KDR (30%) o CD41++ (42%). Altos niveles de CD41 
son propios de MK, mientras que la expresión a bajos niveles es típica de HSCs. Para confirmar ante 
qué tipo de célula nos encontramos, analizamos moléculas características de células del linaje MK 
como la tetraspanina CD9 y la cadena GPIb-β (CD42c) del receptor de trombina/vWF, cuya 
expresión es necesaria para que el complejo del receptor se externalice en membrana y sea 
efectivo. CD9 se expresa de forma equimolar con CD41 en la población CD49fH, y las células más 
brillantes son además CD42c+, lo que prueba definitivamente el carácter MK de la población 
CD49fHc-KitDCD45-KDR+/CD41H (Figura R-3F, G). Al analizar otras integrinas, observamos la co-
expresión en células CD45-CD41++ de las cadenas α2 (CD49b/DX5), α5 (CD49e), αL (LFA-1), β1 
(CD29), β2 (CD18) y β3 (CD61) (Figura R-4 y Tabla R-1), indicando que en la superficie de estas 
células a E11.5 se encuentran los receptores completos VLA2, VLA5, VLA6, αLβ2 y GPIIb/GPIIa 
(vWFR). Por el contrario no pudimos detectar en las células CD45-CD41++ las cadenas α4 (CD49e), 
αM (CD11b/Mac-1) y β4 (CD104), ni tampoco VCAM-1, FLT3 (CD135) ni CXCR4, y  expresan ICAM-1 
y el receptor de angiopoyetina 1 (Tie-2) a bajos niveles (Figura R-4 y dato no mostrado). 
 
 
Figura R-3.- Fenotipaje de la población embrionaria CD49f
H
c-Kit
D
. El dot plot A) muestra el patrón de tinción 
obtenido en células de FL a E11.5 enfrentando FSC versus CD49f. Los dos rectángulos indican las subpoblaciones 
CD49f
H
  y CD49f
D
 que son analizadas para la expresión de CD45 frente a KDR (dot plots B y C) y CD41 (dot plot D y 
E), respectivamente. Las líneas discontinuas en los dot plot definen diferentes niveles de expresión de cada 
marcador, y los números dentro de cada región indican los porcentajes de células correspondientes. El rectángulo 
rojo en D) identifica la población CD49f
H
c-Kit
D
CD45
-
CD41
++
. El dot plot F) muestra los niveles de expresión de CD9 y 
CD41 en células de FL a E11.5. Las tres subpoblaciones identificadas en los rectángulos dentro del plot son 
analizadas para la expresión de CD42c en los histogramas en G) (control de isotipo en línea discontinua vertical). Los 
datos son representativos de al menos 5 experimentos similares. 
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Figura R-4.-  Análisis de la expresión de las moléculas de integrinas en la población CD45
-
CD41
++
 a E11.5. Expresión 
de las moléculas de integrina indicadas (en línea roja) sus correspondientes controles de isotipo (líneas negras), 
entre las células CD45
-
CD41
++
 identificadas como en el dot plot D) en la figura R-3A (rectángulo rojo).Tabla R-1.- 
Resumen de algunas subunidades α y β de la familia de las integrinas, los heterodímeros que forman, los ligandos 
y la función que realizan. En los recuadros en morado se resaltan los heterodímeros identificados en células 
embrionarias pMK CD45
-
CD41
++
 a E11.5. 
 
2.- PRESENCIA DE PROGENITORES DE MKs  EN NICHOS HEMATOPOYÉTICOS EMBRIONARIOS. 
 Una vez definida la población CD49fHc-KitDCD45-KDR+/CD41++CD9+CD42c+ como 
pMKs, nos planteamos trazar su aparición a E10.5 y E11.5 en FL y en otros nichos hematopoyéticos, 
como son el YS, la AGM y las PBLs, y analizar su fenotipo de forma más completa. En primer lugar, 
comprobamos que en todas las localizaciones existe una población CD45-CD41++ ya desde E10.5 
(población R3, Figura R-5). Además, la presencia de CD45 y CD41 permite definir otras dos 
subpoblaciones celulares (R1:CD45++CD41-, R2:CD45+CD41+), por lo que en todas ellas analizamos la 
expresión diferencial de otros marcadores. La población CD45-CD41++ (histogramas en rojo) 
muestra una expresión baja de c-Kit, es negativa para CD93, CD105 y CD48 (excepto en células de 
FL a E11.5, que presentan una baja expresión de CD105 y bajos números de CD48), y es positiva 
para CD31, CD49f, KDR (con un nivel más elevado a E11.5), CD9 y CD42c. El nivel de CD41 en las 
células CD45-CD41++ se incrementa desde E10.5 a E11.5 en el YS (MFI de 176±39 a E10 y 320±53 a 
E11.5, p<0,05; n=20), probablemente indicando un estadio de maduración más avanzado, que no 
se acompaña con un incremento en el nivel de brillo de CD42c. Por el contrario, las poblaciones 
celulares R1 y R2 son negativas para CD42c en todos los órganos analizados a E10.5 y E11.5, 
aunque son positivas para c-Kit, CD31, CD49f y CD9, y contienen fracciones de células CD93+ 
  Resultados 
 - 38 -
(AA4.1) y CD48+. La expresión de CD105 y KDR en estas subpoblaciones es variable: CD105 es 
negativo en la población R1 de YS y PBL a E10.5 y E11.5, y en AGM a E11.5, mientras que es positiva 
en la población celular R2 en todos los órganos, y KDR es también negativo en las células R1 en 
AGM y FL a E11.5, y en YS y PBL en la población R2.  
 
 
 
Figura R-5.- Caracterización por CT de la población pMK presente en diferentes localizaciones en E10.5 y E11.5,  
en suspensiones celulares de YS, PBL, AGM y FL. A y B) Los dot plots  mostrados en la fila superior muestran el 
patrón de tinción encontrado para CD45 versus CD41. Los rectángulos dibujados en el interior definen las 
subpoblaciones (R1, R2, R3) analizadas para la expresión de los marcadores indicados a la izquierda en los 
histogramas de la parte inferior de la figura. R1, histogramas grises, R2, histogramas negros y R3, histogramas rojos. 
Superpuestos en blanco en cada histograma se muestran los resultados obtenidos con Acs irrelevantes. Los 
histogramas y los dot plots corresponden a un experimento representativo de un total de cinco realizados en las 
mismas condiciones. Las escalas de fluorescencia son logarítmicas. C) Los gráficos representan los números relativos 
y absolutos (por órgano) de las células contenidas en las regiones R1, R2 y R3 a E10.5 y E11.5 en el YS (cuadrados, 
línea roja), AGM (triángulos, línea azul), PBL (estrellas, línea naranja) y FL (círculos, línea verde). Los números son la 
media ± SEM de cinco experimentos diferentes. Las líneas discontinuas horizontales prolongan las principales 
divisiones marcadas en el eje de ordenadas (linear para los números relativos, logarítmica para los números 
absolutos). 
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Por tanto, identificamos pMK definidos como CD49fHc-KitDCD45-KDR+/CD41++CD9+CD42c+ 
en YS, PBL, AGM y FL tanto a E10.5 como E11.5. Aquellos presentes en FL tienen un fenotipo más 
inmaduro, pues todavía expresan CD105, y tienen significativamente mayores niveles de c-Kit y 
menores niveles de CD41 y CD42c (Tabla R-2). La cuantificación del número de células presentes en 
las tres subpoblaciones aquí analizadas, muestra un aumento exponencial en el número de células 
de todas las subpoblaciones en FL entre E10.5 y E11.5, mientras que tanto en AGM como en YS, las 
células apenas mantienen sus números (Figura R-5C).  
 
Tabla R-2.-  Valores de MFI ± SEM (n=5) obtenido con los Acs indicados a la izquierda, sobre la población CD45
-
CD41
++
 (Región R3 en la Figura R-5) en las distintas localizaciones hematopoyéticas a E11.5. A la derecha aparece el 
nivel de significación al comparar los valores obtenidos para células procedentes del YS frente a los de células del FL 
(*, p<0.05; **, p<0.01). 
 
3.- DIFERENCIACIÓN DE pMKs EN EL HÍGADO A E11.5. 
 Para definir las vías de diferenciación de las subpoblaciones identificadas en el hígado de 
E11.5, las purificamos por FACS y realizamos cultivos en medio líquido a corto plazo. Tras 36/48 
horas en ausencia (Figura R-6 y R-7A, C) o en presencia de TPO, fotografiamos los cultivos, sacamos 
las células de las placas, las contamos y las teñimos con diversos Acs. Los resultados obtenidos por 
CT  indican que: 
A.- Los progenitores hematopoyéticos CD45++CD41-KDR- originan un alto porcentaje de 
células con niveles intermedios de CD45 y CD42c+, que pueden ser c-Kit-CD31+CD41++ o c-
Kit+CD31+CD41+. Estas células CD42c+ son negativas para Mac-1. El resto de células presentes en 
estos cultivos son de tipo mieloide CD45++CD42c- con distinto grado de maduración: casi la mitad 
de las células son c-Kit++Mac-1+, y alrededor de un tercio son c-Kit-Mac-1++ (Figura R-6A). No se 
detectan células Ter119+ a E11.5 en estas condiciones.  
B.- Los cultivos derivados de células CD45+CD41-KDR- muestran un mayor grado de 
heterogeneidad, detectándose diversas subpoblaciones celulares: 1) fracciones muy significativas 
de células CD42c+, que expresan CD45 de forma variable, desde niveles intermedios hasta ser 
completamente negativas. Estas células CD42c+ a su vez son más inmaduras c-Kit+CD31+CD41+ o 
más diferenciadas c-Kit-CD31+CD41++ (Figura R-6B); 2) bajos números de células CD45++, que son 
mayoritariamente células mieloides inmaduras c-Kit++Mac-1+; 3) algunas células permanecen como 
CD45+Mac-1-CD41+CD42c-; y 4) se detectan células Ter119+, indicando que existe una capacidad 
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significativa de diferenciación hacia el linaje eritroide, dato que concuerda con la presencia de 
células con bajo FSC/SSC entre las células recuperadas en los cultivos. 
 
Figura R-6.- Diferenciación in vitro de las poblaciones celulares CD45
++
KDR
-
 y CD45
+
KDR
-
. Las poblaciones celulares 
CD45
++
KDR
-
 (A) y CD45
+
KDR
-
 (B) fueron purificadas por FACS y cultivadas en medio líquido sobre soportes de 
plástico. Tras 36 horas, las células fueron recuperadas y analizadas mediante CT. El dot plot en la línea superior  
(izquierda) muestra la pureza de las poblaciones  tras la purificación (tiempo 0). Los gráficos de barras en la línea 
inferior (izquierda) representan el porcentaje de células recuperadas tras 36 horas de cultivo, en ausencia o 
presencia de TPO (media ± SEM, n=5). Los restantes dot plot muestran los resultados obtenidos a las 36 horas. En el 
dot plot FSC/SSC (abajo derecha) los rectángulos rojos destacan la presencia o ausencia de células con bajo FSC/SSC 
(eritrocitos más maduros), y el área definida por la línea negra, las células analizadas. Los rectángulos y la elipse en 
los dot plot definen diferentes subpoblaciones y los números sobre ellas representan los porcentajes de células en 
cada subpoblación. Los dot plot mostrados son representativos de cuatro experimentos diferentes. 
 
C.- Los cultivos de células CD45+CD41++CD31+KDR+  (Figura R-7A) diferencian 
preferencialmente hacia células c-Kit- CD41++CD42c+, que expresan o no bajos niveles de CD45. Para 
descartar que el descenso en el nivel de brillo de CD45 observado en los pMKs CD42c+ identificados 
en los cultivos de las tres subpoblaciones CD45+, se debiera a algún artefacto ocasionado por los 
Acs anti-CD45 utilizados en la purificación, repetimos los experimentos purificando las células en 
función de la expresión de CD31 y KDR, que como se muestra en la Figura R-5 identifica células c-
KitDCD45+CD41++. De nuevo en estos cultivos observamos una disminución en la expresión de CD45 
(Figura R-7B), que no es consecuencia de un aumento de la mortalidad de estas células, ya que en 
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cultivos en paralelo de células CD45+ extraídas de un ratón GFP+, baja la expresión de CD45 
mientras que se mantienen los números de células GFP+ a lo largo del cultivo. 
 D.- Por último en los cultivos realizados con progenitores CD49fHc-KitDCD45-
CD41++CD31+KDR+ se encuentran únicamente células c-Kit-CD45-CD42c++CD41++, con menor 
expresión tanto de la integrina CD49f como de KDR tras 36 horas (Figura R-7C). En estos cultivos y 
en los de células CD45+CD41++CD31+KDR+, no se identifican células Mac-1+ o Ter119+ (no mostrado). 
 
 
 
Figura R-7.- Diferenciación in vitro de las poblaciones celulares CD45
+
KDR
+
 y CD45
-
KDR
+
. Se muestran los 
resultados obtenidos con las poblaciones celulares indicadas, según se resume en la Figura R-6.) A) Población 
CD45
+
KDR
+
. B) Población CD45
+
KDR
+
CD31
+
 y C) Población CD45
-
KDR
+
. Los dot plot de la izquierda en B) muestran la 
tinción de células de FL a E11.5 con CD31/KDR (plots superiores) y CD45/GFP (plots inferiores), antes (izquierda) y 
después (derecha) del proceso de purificación (elipses en el interior de los plots). Los histogramas a la derecha 
representan la tinción de CD45 y CD45/GFP a tiempo cero y tras 36 horas de cultivo. D) Los histogramas 
representan el nivel de expresión de CD42c  tras 36 horas de cultivo, en las 4 subpoblaciones indicadas. La línea de 
puntos indica el nivel de fondo encontrado con Acs irrelevantes. Los datos mostrados son representativos de tres 
experimentos independientes. 
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 Es interesante resaltar, que aunque se detectan células CD42c+ entre las células derivadas 
de las cuatro subpoblaciones analizadas, su nivel de brillo aumenta progresivamente desde la 
población CD45++KDR- a la población CD45-KDR+ (Figura R-7D). 
 El potencial de diferenciación in vitro de estas subpoblaciones se ve también reflejado en 
las diferentes morfologías exhibidas por las células en cultivo (Figura R-8). Tras 48 horas, la mayoría 
de células procedentes de cultivos CD45-KDR+ tienen un cuerpo pequeño y largas extensiones 
citoplásmicas tipo neurita, similares a las proPTs que han sido descritas como características de 
células pMKs en cultivos con TPO (Patel et al., 2005). Además se observan células que se adhieren 
al substrato y otras células con una morfología alargada y fusiforme que recuerda a la de un gusano 
(“Worm-like”, WL). Tras las primeras 24 horas de cultivo, un gran porcentaje de estas últimas 
células presenta movimiento que puede ser seguido a tiempo real por el observador (vídeo 1 y 1B 
en el material suplementario). Este movimiento es dependiente de la temperatura, ralentizándose 
a temperatura ambiente, y llegando incluso a desaparecer. En los cultivos de progenitores 
CD45+KDR+ podemos apreciar células con morfología similar a la exhibida por pMK y WL, aunque en 
menor número. Por el contrario, las células con morfología típica de pMK o WL representan una 
población minoritaria o ausente en los cultivos de células CD45+KDR- y CD45++KDR-, 
respectivamente. La adición de TPO a estos cultivos no produce cambios significativos en los tipos 
celulares obtenidos, aunque el número de células recuperadas en cultivos tratados con TPO 
aumenta ligeramente (de 1,5 a 2 veces; Figuras R-6 y R-7A), y el radio de las células es 
significativamente mayor al de las mismas células en ausencia de TPO (media ± SEM de células 
KDR+, 14,9±0,9 con TPO versus 9,0±0,3 sin TPO, p<0,001; n=15). Los cultivos realizados a partir de 
subpoblaciones celulares purificadas de YS10.5, FL10.5, YS11.5 y FL12.5 muestran resultados 
semejantes (Figura R-9; sólo se muestran resultados referentes a CT). 
 
Figura R-8.- Morfologías adoptadas por la población 
CD45
+
KDR
+
 en cultivo. Microfotografía representativa de un 
cultivo de células CD45
+
KDR
+
  tras 36 horas de cultivo. Se 
identifican células con diferente morfológía: la flecha apunta a 
una célula adherente (ADH), la punta de flecha a una célula 
WL, y la estrella a una célula formadora de proPTs (pMK). Los 
gráficos de barras muestran los números relativos de células 
con diferentes morfologías encontradas a 24 y 48 horas en 
cultivo, a partir de las poblaciones celulares que se indican 
(media ± SEM). En blanco, células ADH, en gris células WL, en 
negro, células pMK. El recuento fue llevado a cabo por dos 
observadores independientes, con un objetivo de 40 aumentos 
(n=100 campos, 2500 células contadas). 
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Figura R-9.- Diferenciación in vitro de las 
poblaciones CD45
++
KDR
-
 y CD45
+
KDR
-
. Se 
muestra los resultados obtenidos con las 
poblaciones celulares CD45
++
KDR
-
 y CD45
+
KDR
-
 
purificadas a partir de YS10.5, YS11.5 y FL12.5. 
Los datos se presentan según se indica en la 
Figura R-6.  
 
  
 
El potencial de diferenciación de las poblaciones purificadas procedentes de YS y FL a E10.5 
y de FL a E11.5, se analizó también en cultivos en medio semisólido (Methocult-3434®). Los 
resultados muestran que a E10.5 las células CD45+CD41- tienen el mayor potencial para originar 
colonias GM (CFU-GM) (Figura R-10, panel superior). El mayor número de células presentes en el FL 
a E11.5, y la mejor definición de sus subpoblaciones celulares, permitió purificarlas de forma más 
precisa (Figura R-10, panel inferior). Al analizarlas según su capacidad de generar colonias in vitro, 
comprobamos que la mayor actividad CFU-GM se encuentra en las células que expresan niveles 
intermedios de CD45, tanto en aquellas que co-expresan CD41 y KDR como en las que no. El 
potencial de las células hematopoyéticas más maduras CD45++CD41-KDR- y los pMK CD45-
CD41+KDR+ fue bajo incluso tras añadir TPO, lo que produjo un aumento en los números de CFU-
GM en todas las poblaciones analizadas. Cabe destacar asimismo que el número de células/colonia 
en la población CD45-CD41++ fue bajo (<50), y que frecuentemente eran células de gran tamaño y 
con morfología de pMK, incluso con proPTs, por lo que se corresponderían con CFU-MK. 
 
Figura R-10.- Análisis del potencial de 
diferenciación de las células de YS y FL. En 
el dot plot de la izquierda se muestra la 
tinción de células obtenidas a E10.5 (de YS y 
FL, arriba) y a E11.5 (FL, abajo),  teñidas con 
CD45 y CD41 y CD45 y KDR, 
respectivamente. Los rectángulos interiores 
definen las poblaciones que se purificaron 
por FACS y se sembraron en Methocult 
3434®. Las colonias presentes en ellos se 
contaron a día 7 por dos observadores 
independientes. Los gráficos de barra 
muestran el número de colonias CFU-GM 
identificadas por cada 100 células 
sembradas (media ± SEM de tres 
experimentos independientes). 
 
 
4- LOS pMKs PRESENTES EN EL FL A E11.5 EXHIBEN UNA EXPRESIÓN ANÓMALA DE PROTEÍNAS 
HEPATO-EPITELIALES Y ENDOTELIALES. 
 El análisis de la morfología y el patrón de expresión de diversas proteínas en pMKs 
obtenidos ex vivo de FL11.5, se llevó a cabo en un primer paso mediante tinciones convencionales 
como HE y Giemsa sobre preparaciones de células CD49fHc-KitDCD45-KDR+ purificadas (Figura R-
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11A, B). Esto ha permitido identificar un número elevado de células binucleadas, y en ocasiones 
multinucleadas. En algunas células se observa la presencia de elongaciones citoplásmicas, incluso 
tras el estrés mecánico producido por el proceso de purificación mediante FACS. Estas elongaciones 
se observan más claramente en preparaciones de células de FL11.5 sin purificar y depositadas 
sobre portaobjetos, al teñir con un Ac anti-CD41 (Figura R-11 C-D). Las células purificadas CD49fHc- 
KitDCD45-KDR+ fueron teñidas sobre los portas con diversos Acs. En primer lugar analizamos la 
expresión del vWF, que aparece en forma de un punteado citoplasmático, típico de células 
endoteliales y de células ya comprometidas hacia el destino MK (Figura R-11 E-F). Los datos 
obtenidos por CT en pMKs de FL11.5 sobre la expresión de CD31 y KDR (que son característicos de 
células endoteliales) y el hecho de que los pMKs de adulto comparten diversos marcadores con 
HSCs (Buza-Vidas et al., 2006; Huang y Cantor, 2009), nos llevaron a analizar en estas células la 
expresión de otras proteínas, como es la nestina, un filamento intermedio típicamente expresado 
por células tronco neuronales y por células endoteliales durante procesos de angiogénesis. 
 
 
 
Figura R-11.- Caracterización ex vivo de células hepáticas CD49f
H
 a E11.5. Las microfotografías de campo claro  
muestran células CD49f
H
 depositadas sobre portaobjetos  y teñidas con HE A) y con Giemsa B). Las flechas negras 
resaltan la presencia de pequeñas prolongaciones citoplasmáticas y extensiones pseudopodiales. Las 
microfotografías de la derecha (C y D) muestran dos exposiciones de una preparación de células de FL11 (sin 
purificar), teñidas con el Ac anti-CD41, y células purificadas CD49f
H
 teñidas con anti- vWF (E), y con un Ac irrelevante 
(F). Nótese la presencia de largas y finas extensiones citoplasmáticas (flechas blancas). La señal específica del los Acs 
se muestra en rojo, y los núcleos aparecen teñidos de azul (TOPRO-3). Las barras de escala representan 10 µm. Se 
muestran microfotografías representativas de tres experimentos. 
 
La población de células pMK CD49fHc-KitDCD45-KDR+, y no los progenitores CD49fDc-
KitDCD45-KDR-, expresan esta proteína (Figura R-12). Por otra parte, en el estudio previo realizado 
con la población total de progenitores c-KitDCD45-Ter119-, que contiene a los pMK (CD49fHKDR+), 
habíamos observado que toda la población expresaba ALB ex vivo (Minguet et al., 2003). 
Confirmamos este resultado mediante tinción con un Ac anti-ALB sobre las células CD49fHc-
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KitDCD45-KDR+, observando expresión positiva de ALB en el citoplasma de los pMK, aunque en 
menor intensidad que en células purificadas CD49fDc-KitDCD45-KDR- (Figura R-12).  
 
 
Figura R-12.- Expresión ex vivo de nestina y ALB en células CD49f
H
 y CD49f
D
. Inmunodetección de nestina (paneles 
izquierdos) y ALB (paneles derechos) y sus respectivos Acs irrelevantes, llevadas a cabo sobre células CD49f
H
 y 
CD49f
D
  (E11.5) purificadas y depositadas sobre portaobjetos. La señal específica de los Acs se muestra en verde; los 
núcleos están contrastados con TOPRO-3 (azul). Las barras de escala representan 20 µm. Experimento 
representativo de tres. 
 
Sin embargo, los MK adultos pueden adquirir diversas proteínas del medio externo 
mediante mecanismos de endocitosis/pinocitosis (Handagama et al., 1989). Este hecho nos ha 
llevado a realizar análisis mediante PCR semi-cuantitativa para verificar la expresión de ARN 
mensajero en células sin purificar de FL11.5 y YS11.5, sobre células purificadas pMK CD49fHc-
KitDCD45-KDR+, sobre células mieloides CD45+ y sobre progenitores pHep CD49fDc-KitDCD45-KDR- de 
FL a E11.5, y sobre otros tejidos adultos, incluyendo MK inmaduros aislados de BM (iMK) (Figura R-
13 A, B). En primer lugar, los resultados confirman una gran expresión para vWF y la cadena GPIbα 
de su receptor entre las células CD49fH comparado con las células CD49fD, así como también su 
expresión en tejidos de E11.5 y BM sin purificar, mientras que en los iMK de BM no detectamos 
expresión de vWF. Los transcritos de VEGFR-2 (KDR) son positivos, a diferentes niveles, en todas las 
muestras analizadas, como también lo son los de las cuatro isoformas detectadas de su ligando 
VEGF-A, a excepción de las muestras de YS11.5 y iMK (Figura R-13 A). En segundo lugar, el análisis 
del patrón de expresión de los filamentos intermedios nestina y vimentina,  muestra una expresión 
restringida de nestina a la población CD49fH así como a las muestras de FL11.5 y riñón, mientras 
que la expresión de vimentina es positiva en la mayoría de muestras analizadas. Finalmente, 
diversos transcritos hepato-específicos (Figura R-13 B), entre los que se encuentran ALB, AFP y TTR 
son expresados en células aisladas pMK CD49fH, aunque a un nivel 20 veces menor que el 
encontrado en células de la población CD49fD, como determinamos mediante PCR-TR para la ALB 
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(Figura R-13 C). Esta anómala expresión de ALB en pMKs se restringe a los presentes en el FL11.5, 
ya que no se detecta en muestras de pMK aisladas de otras localizaciones a E11.5 o en iMK de 
adulto (Figura R-13 D). En resumen, los pMK de FL11.5 muestran características compatibles con 
MK inmaduros y, a diferencia de otros pMK de origen embrionario o con iMK de BM adulta, 
presentan una expresión aberrante de proteínas de los linajes endotelial y hepato-epitelial. 
 
 
FIGURA R-13.- Expresión de genes específicos de MKs, células endoteliales, de filamentos intermedios  y de 
células del linaje hepato-epitelial. La expresión de los genes indicados se realizó por PCR semicuantitativa a partir 
de preparaciones de células totales de FL11.5, YS11.5, hígado adulto (Hi), riñón (Ri), médula ósea total (BM) y 
preparaciones purificadas por FACS de precursores megacariocíticos de BM (CD41
H
 CD9
H
 c-Kit
H
, iMK), células CD45
+
 
y Ter119
+
 (eritrocitos, Ery) de FL11.5, y ADN genómico. C
-
, control negativo (agua). Los productos de las PCRs se 
separaron electroforéticamente en geles de agarosa, de los que se muestran uno representativo de tres en las 
mismas condiciones. Los resultados de la población CD49f
H
 pMK aparecen resaltados mediante el recuadro 
amarillo. La expresión del gen GαS se utiliza como referencia del ARNm total por muestra.  En A) se muestran los 
resultados de genes específicos de MK y células endoteliales (vWF, GPIbα, cuatro isoformas del gen VEGF-A – V188, 
V164, V144 y V120 –). En B) los genes de filamentos intermedios y hepato-epiteliales (VEGF-A, NES, nestina; VIM, 
vimentina). En C) se muestra la cuantificación relativa de la expresión de ALB hallada mediante PCR-TR, realizada 
sobre muestras de células purificadas CD49f
H
 (H) y CD49f
D
 (D) de FL11.5, y sobre células totales de F11.5, FL12.5, 
FL15.5 e hígado adulto (Hi). La expresión específica de ALB fue calculada mediante el método 2
-ΔΔCt
. Los valores 
fueron normalizados con el gen control GαS, y los valores obtenidos para las células de FL11.5 se usaron como 
referencia. Se muestran medias ± SEM de los resultados de 10 muestras independientes. La significación estadística 
fue determinada usando el test t Student (*P<0.05, **P<0.01). D) Gel correspondiente a la detección de ALB por 
PCR semicuantitativa en preparaciones de células purificadas CD45
+
 y CD41
+
 de YS11.5, PBL11.5 y AGM11.5. iMK, 
precursores megacariocíticos de BM identificados como en los paneles A y B; C
-
, control negativo; C
+
, control 
positivo (células sin purificar de FL11.5). 
 
 
5.- LOS pMKs DE E11.5 DIFERENCIAN ESPONTÁNEAMENTE IN VITRO Y EMITEN PROPLAQUETAS. 
 El siguiente paso fue seguir a lo largo del tiempo los rápidos cambios morfológicos que 
sufren en cultivo, incluso en ausencia de TPO, las células purificadas CD49fHc-KitDCD45-KDR+ de 
FL11.5. Al inicio de los cultivos la mayoría de células tienen forma esférica y no están adheridas 
(Figura R-14A). Tras 6 horas de cultivo, algunas células comienzan a adherirse a las placas de 
cultivo, y 18 horas más tarde, algunas empiezan a transformarse en células tipo WL altamente 
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móviles, cuyo cuerpo mide entre 3 y 12 cuerpos celulares iniciales, alcanzando un tamaño de hasta 
180 µm (media ± SEM = 103,6±6,8 µm; n=30) (Figura R14-B y vídeos complementarios). Ya a este 
tiempo, son visibles bajos números de células con dos o tres extensiones citoplasmáticas 
pseudopodiales, que se convierten en la población mayoritaria tras 48 horas de cultivo, aunque 
todavía en ese momento los cultivos son asincrónicos y contienen células en diferentes estados de 
diferenciación (Figura R-14C, D). Las extensiones pseudopodiales que forman las proPTs son de 
longitud similar independientemente de la matriz extracelular utilizada para cubrir los portaobjetos 
(media ± SEM = 272±16,9 µm de longitud, rango= 169,8 a 389,49 µm en el caso de fibronectina, y 
243,5±25,9 µm de longitud, rango=145,1 a 516,8 µm para el colágeno I). Las propPTs son poco 
ramificadas, y muestran los característicos abultamientos intermedios a lo largo del filamento 
proplaquetar, con un abultamiento final o “tip” (Figura R-14D). Es difícil cuantificar el número 
medio de proPTs/célula, pero parece que no es más de cinco, incluso tras 6 días en cultivo (dato no 
mostrado). El cultivo sobre placas cubiertas con colágeno I, laminina o fibronectina induce un 
aumento en la adherencia de las células, efecto también producido por la adición de TPO al medio 
de cultivo (Figura R-14 B, C, H y dato no mostrado).  
Para obtener una visión más detallada de algunas estructuras presentes en estos cultivos 
asincrónicos llevamos a cabo inmunofluorescencias sobre células pMK en proceso de 
diferenciación. En primer lugar realizamos una tinción con dos colores para los Acs anti-CD41 y 
anti-CD42c, para verificar si las células que presentan formación de proPTs y aquellas móviles de 
aspecto fusiforme eran el mismo tipo celular en diferente estadio de maduración. Ambos tipos 
celulares expresan CD41 y CD42c y contienen uno (WL) o dos núcleos (WL y pMK). Por último, el 
seguimiento de los cultivos en tomas fotográficas secuenciales (“time-laps”) demuestra que el 
fenotipo fusiforme WL es un estadio previo en la formación de MKs que emiten proPTs (ver vídeo 2 
y figura R-14 F, G).  
Por otra parte, la tinción con anti-CD41 y faloidina (que marca actina-F) muestra diferentes 
patrones de expresión: a) algunas células adherentes presentan un punteado de CD41, que co-
localiza con actina-F en estructuras que recuerdan a los podosomas presentes en células 
hematopoyéticas, entre las que destacan los MK (Figura R-15 A); b) las células que forman proPTs 
muestran tinción de CD41 y actina-F en la membrana e interior del filamento respectivamente, con 
la actina-F concentrada preferentemente en los abultamientos intermedios (Figura R-15 B); c) 
algunas células también presentan un acúmulo intracitoplásmico brillante y homogéneo de CD41, 
que co-localiza con actina-F, y extensiones microcitoplásmicas débilmente teñidas con CD41 (Figura 
R-15 B-D), d) por último, en otras células el CD41 se acumula principalmente en las membranas, 
formando dos anillos externos entre los que se encuentra la actina-F, recordando al DMS, que 
precede a la formación de la proPTs (Patel-Hett et al., 2008) (Figura R-15 E). La dependencia de la 
polimerización de actina en el proceso de formación de las proPTs se evidencia por la inhibición de 
  Resultados 
 - 48 -
este proceso al añadir al inicio del cultivo citocalasina B al medio (Figura R-15 F-F’’): las células 
presentes a las 48 horas en estos cultivos no desarrollan proPTs y la glicoproteína GPIIb (CD41) se 
acumula en el citoplasma independientemente de actina-F, manteniendo la viabilidad celular. 
Finalmente, comprobamos que la expresión ex vivo de nestina y ALB en pMK diferenciados se 
mantiene tras 48 horas en cultivo (Figura R-15 G-I). 
 
 
Figura R-14.- Cinéticas del desarrollo in vitro de proPTs en cultivos a corto plazo de células  purificadas pMKs 
CD49f
H
. Microfotografías de campo claro  al inicio de los cultivos (0 horas, A), a 24 horas (B), y 48 horas (C y D) y 
microfotografía de microscopio electrónico de barrido, a 48 horas (E). Los cultivos fueron llevados a cabo sobre 
placas tapizadas con colágeno I, en ausencia de TPO. Los asteriscos destacan células fusiformes tipo gusano (WL); 
las flechas señalan el extremo final o “tip” de las proPTs y las puntas de flecha muestran los abultamientos 
intermedios en el filamento proplaquetar. Las barras de escala representan 50 µm. F) y G) Fotografías de 
microscopía confocal muestran una célula WL (F) y un pMK diferenciado (G) (de un cultivo de 24 y 48 horas 
respectivamente), teñidas con Acs anti-CD41 (rojo) y anti-CD42c (verde). Se muestran las imágenes 
correspondientes del campo claro y a las mezclas de los fluorocromos. Las barras de escala representan 20 µm. H)  
Gráficos de barras con la cuantificación de los números relativos de células presentes en los cultivos a 24 horas 
(blanco) y 48 horas (gris). Células tipo WL, con desarrollo de proPTs (pMK) o adherentes (ADH). Los resultados 
mostrados proceden de cultivos llevados a cabo sobre placas de plástico sin tapizar, en ausencia o presencia de TPO 
(gráfico superior y central, respectivamente) y de placas tapizadas con colágeno I  en ausencia de TPO (gráfico 
inferior). Los datos se expresan como porcentajes del total de células encontradas en cada condición de cultivo, 
contando al menos 500 células; medias ± SEM de cuatro experimentos diferentes (n=50 campos, objetivo 40x). La 
significación estadística se calculó usando el test t Student, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 
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Figura R-15.- Patrón de expresión de CD41, actina-F, ALB y nestina en cultivos de 48 horas de células purificadas 
CD49f
H
.  Microfotografías representativas de cultivos teñidos con anti-CD41 (verde) y actina-F (rojo; faloidina). Los 
núcleos se muestran en azul (TOPRO-3) (A y B). Las puntas de flecha señalan los abultamientos intermedios, las 
flechas señalan el tip y el asterisco destaca una célula adherida con expresión homogénea de CD41 y actina-F. Las 
microfotografías C) y D) son dos exposiciones diferentes de la misma célula CD41
+
. En el panel inferior, la 
microfotografía izquierda muestra una vista ampliada de una célula en la que se observa el DMS (flechas blancas). 
Se muestran los efectos de la adición de citocalasina B a los cultivos en las microfotografías centrales (F y F’, CD41 
en verde y actina-F en rojo) y derecha del panel medio (campo claro, F’’).  Las barras de escala representan 10 µm 
para las imágenes de inmunofluorescencia y 50 µm para la imagen de campo claro.  G-I) Las microfotografías 
muestran la expresión de nestina (G) y ALB (H, I) detectadas mediante inmunfluorescencia en cultivos de 48 horas 
de células purificadas CD49f
H
 (G, I) o de células de FL11.5 total (H). La señal específica de los Acs se muestra en 
verde, los núcleos están teñidos con TOPRO-3 (azul). Se muestra un control negativo con Acs irrelevantes. Las barras 
de escala representan 20 µm.  
 
6.- LOS MKs SON UNA POBLACIÓN ABUNDANTE EN EL HÍGADO EMERGENTE. 
Las tinciones realizadas con Acs anti-CD41 confirmaron los análisis de CT realizados en paralelo, 
encontrando un elevado número de células de gran tamaño, CD41+, en el hígado de ratón a E11.5 
(hasta un 5% del contenido celular hepático por esta técnica; porcentaje 500 veces superior a los 
observados en BM). Si nos focalizamos en el E11.5, se objetiva una concentración preferente de 
MKs CD41+ en el hígado, sobre todo en áreas periendoteliales que rodean a los grandes vasos 
(hasta un 60% del total). Casi un 20% de los MKs hepáticos se ubican en una banda celular bien 
definida situada entre 2-5 diámetros celulares bajo la cápsula de Glisson. Finalmente, los restantes 
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MKs están dispersos de forma aparentemente estocástica por el resto del parénquima hepático 
(Figura R-16 A, D, E). Fuera del FL, sólo hemos observado MKs intravasculares en las regiones 
cefálica, pulmonar, en la AGM y, sobre todo, en las cavidades intracardíacas. En esta última 
ubicación, es muy llamativa la presencia frecuente de grandes fragmentos subcelulares CD41+, de 
morfología alargada y tendencia a tapizar el endocardio entre las trabéculas ventriculares, así como 
de PTs fetales (Figura R-16 B, C). 
 
 
Figura  R-16.- Localización in vivo de pMKs en el embrión a E11.5.  Preparaciones de E11.5-E15.5 fueron cortadas y 
teñidas con HE (A, B y D) o con anti-CD41-FITC por inmunofluorescencia (C y E). Los núcleos han sido teñidos con 
TOPRO-3 (azul). A) Microfotografía de campo claro de una sección sagital de un embrión a E11.5 teñido con HE; el 
recuadro destaca el corazón (Co) y el hígado (Hi) que se amplian en B y D.  Detección de células CD41
+
 por 
inmunofluorescencia en corazón (C) y en FL (E) en las que se muestra la distribución de los pMKs alrededor de 
grandes vasos (círculos), dispersos por el parénquima y en la periferia hepática. F-H) Secciones de FL a mayor 
magnificación muestran el aumento de tamaño de los pMKs desde E11.5 a E15.5. Las barras de escala representan 
20 µm, excepto en A, C, D y E que representa 100 µm. 
 
Como hemos descrito por CT en el apartado R1, la densidad de MKs disminuye 
progresivamente a partir de E11.5 aunque, considerando el aumento cuasi-exponencial del tamaño 
del hígado, esta población sube en número absoluto, pero diluida entre otros tipos celulares que se 
expanden prioritariamente (p.ej. hepatocitos o eritrocitos). Cabe destacar, por otra parte, un 
aumento progresivo de su tamaño celular, que pasa de un diámetro de 14,8±2,6 µm (media ± SEM, 
n=50) a E11.5, a 17,3±2,8 µm a E13.5, hasta 23,7±5,2 µm a E15.5, lo que está probablemente en 
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relación con el progresivo proceso de poliploidización de los MKs a lo largo de la ontogenia (Figura 
R-16 F-H). 
 
7.- LOS MKs EMBRIONARIOS HEPÁTICOS EMITEN PROPLAQUETAS IN VIVO. 
Con el fin de estudiar más en detalle las características subcelulares de los MKs embrionarios, 
se realizaron tomas a grandes aumentos y reconstrucciones tridimensionales (3D) de MKs 
presentes en el hígado. Las células son fácilmente identificables por su tamaño, y se presentan 
individualizadas o en pequeños grupos de 2-3 células, en general, binucleadas. El contorno celular 
es altamente irregular, presentando pequeñas gemaciones (o “blebs”), así como largos procesos 
citoplásmicos que son perfectamente trazables en las reconstrucciones 3D, y pueden corresponder 
a proPTs semejantes a las previamente observadas en cultivos in vitro y, recientemente, en la BM 
de ratones adultos sometidos a tratamiento con TPO (Junt et al., 2007). Su presencia in vivo se 
comprueba también  en suspensiones celulares del órgano teñidas con Ac anti-CD41 y depositadas 
en portas por citocentrifugación (ver Figura R-11). Las prolongaciones presentes in vivo en los MKs 
hepáticos tienen los característicos engrosamientos dispuestos regularmente a lo largo del tallo y 
una cisterna final de mayor grosor; aunque en ocasiones se emiten hacia el interior vascular, otras 
veces, las prolongaciones rodean diferentes tipos celulares del parénquima circundante (Figura R-
17 D-F).  
Inmediatamente tras la purificación de los MKs hepáticos CD41+CD42c+ por CT apenas se 
objetivan células con proPTs, que, sin embargo, (re)-aparecen tras 36-48 h de cultivo; dado que los 
cálculos de las recuperaciones celulares tras disgregación del hígado versus los contajes de células 
CD41+ por inmunofluorescencia in situ no sugieren una pérdida celular relevante, consideramos 
que el proceso de emisión de proPTs por los MKs puede ser reversible, al menos durante una fase 
inicial. Por otra parte, las reconstrucciones 3D (Ver vídeo R-3 y R-4 y la Figura R-15D) objetivaron 
también la existencia de prolongaciones filiformes del citoplasma de los MKs (1-2 µm de tamaño), 
compatibles con las denominadas micropartículas (Flaumenhaft et al., 2009), un mecanismo 
alternativo de fragmentación megacariocítica. Con frecuencia los MKs del FL teñidos con Ac anti-
CD41 presentan una imagen característica de “doble membrana”, a veces incompleta, derivada de 
la presencia preferencial de CD41 rodeando al núcleo y por debajo de la membrana celular (Figura 
R-17 A, B). Dicho acúmulo que, en algunos análisis en 3D parece definir el polo de avance de células 
migratorias, en otros rodea la mayor parte de la célula, delimitando un área periférica del 
citoplasma relativamente libre de orgánulos. Finalmente, el patrón de tinción de actina-F 
encontrado in vitro es reproducido in vivo, observándose una acumulación preferencial de actina-F 
en el cortex celular (en el espacio que existe entre la doble membrana CD41+) (Figura R-17 A, B); 
una serie de pequeños acúmulos en forma de puntos que recuerdan a estructuras tipo podosoma y 
que se encuentran dispersos por la superficie celular, y finalmente filamentos de actina-F 
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dibujando el contorno de los “blebs” o evaginaciones de la membrana (Figura R-17 B, C). Por otra 
parte, se observan fragmentos tipo PT que también presentan expresión de CD41 (delimita la 
membrana) y actina-F, quedando esta última relegada al interior del cuerpo plaquetar. 
 
 
Figura R-17.- Morfología de las células CD41
+
 in vivo: Presencia de proPTs. Se muestran microfotografías 
confocales representativas de tinciones con el Ac anti-CD41 (verde) y faloidina (actina-F; rojo) en secciones tisulares 
a E11.5 (A-C) y a E15.5 (F)  y únicamente con anti-CD41 (D-E), apreciándose la presencia del DMS (A y B), de 
“bubles” (flecha en B), de estructuras tipo podosoma (C) y de prolongaciones tipo proPT a E11.5 (D y E) y a E15.5 (F). 
En azul aparecen los núcleos (TOPRO-3). Las flechas en D y las cabezas de flecha en F señalan prolongaciones tipo 
proPT. Las barras de escala representan 10 µm.  
 
8.-NICHOS DE MEGACARIOPOYESIS EN EL HÍGADO DEL EMBRIÓN EN DESARROLLO. 
La mayoría de los estudios sobre el desarrollo del sistema hematopoyético intrahepático se 
centran en la caracterización de los diferentes progenitores in vitro, mientras que, a diferencia de 
lo que ocurre con la BM adulta, poco se conoce acerca de la organización de los nichos celulares in 
situ, así como de las interrelaciones entre el compartimento epitelial hepático y los diferentes 
linajes hematopoyéticos que se generan simultáneamente durante la vida fetal in vivo (Kamiya et 
al., 1999).  
 Por ello, nos propusimos en primer lugar analizar la topografía de diferentes linajes 
celulares (endotelios y células hematopoyéticas) en los primeros estadios del desarrollo hepático 
(desde E10.5 a E15.5), mediante estudios de inmunofluorescencia combinando Acs específicos de 
células progenitoras de linaje hematopoyético (CD41, CD45 y F4/80), y de endotelios vasculares 
(vWF y Tie-2). 
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8.1.- Los MKs se encuentran asociados al nicho vascular. 
Además de representar el componente celular central de la coagulación en condiciones de 
daño vascular y hemorragia, los MKs tienen un papel relevante en la regulación de la 
vasculogénesis. Por otra parte, los endotelios vasculares no se limitan sólo a vehicular nutrientes y 
a oxigenar los tejidos, sino que también son el origen y destino de señales intercelulares críticas en 
procesos de organogénesis y homeostasis tisular. Este último aspecto ha sido particularmente 
analizado en el desarrollo hepático por el grupo de K. Zaret (Matsumoto et al., 2001), quien 
demostró que la ausencia selectiva de vasos (mutantes Flk1-/-) bloqueaba la fase de expansión 
celular del hígado emergente, posterior al establecimiento del programa de diferenciación hepato-
específico. Hemos trazado el árbol vascular del FL con Acs anti-Tie-2/TEK y anti- vWF. El primero es 
un receptor tirosina-quinasa de angiopoyetina, presente en angioblastos y, también, en las 
primeras HSC del embrión de ratón (hasta E14.5 en el hígado), mientras que el vWF es un 
polipéptido sintetizado tanto por células endoteliales, donde es almacenado en los cuerpos de 
Weibel-Palade, como por los MKs, en los que se acumula en los gránulos α. La detección de Tie-2 
nos permite identificar tanto a las células endoteliales que forman los grandes vasos como a las 
que definen la red de sinusoides hepáticos distribuida por el parénquima del órgano. Estas células 
endoteliales son típicamente aplanadas, con el núcleo protruyendo hacia la luz vascular (Figura R-
18 A-C). Además, se observan acúmulos de 4-5 células Tie-2+ sin una estructura claramente tubular, 
quizás debido al plano de corte de las muestras. El doble marcaje Tie-2/CD41 nos permite objetivar 
que prácticamente todos los MKs CD41+ están en contacto directo con células Tie-2+, ya sea en el 
contexto de grandes vasos, como en sinusoides o ramificaciones capilares distales y sólo en 
contadas ocasiones existe una distancia mayor de 2 diámetros celulares entre el MK CD41+ y el 
endotelio Tie-2+, tal vez debida al ángulo de corte, y casi siempre en la vertiente extravascular 
(Figura R-18 A-C).  
El doble marcaje vWF/CD41 confirma los resultados anteriores, revelando con gran nitidez 
las células endoteliales de la pared de grandes vasos aferentes y eferentes del hígado (vena porta, 
arteria y vena hepáticas), y en forma más débil las células sinusoidales endoteliales hepáticas, en 
comparación a la gran expresión presente en vasos extrahepáticos, excepto en el caso del 
endocardio, donde el vWF presenta también menor nivel de expresión (Figura R-18 E, F, K). Las 
células CD41+ intrahepáticas expresan vWF en un patrón punteado característico, por su presencia 
en los gránulos α (Figura R-18 G-J, L, M). Existe una co-localización de vWF con el acúmulo de CD41 
intracitoplásmico perinuclear, y también, en menor medida, en la región periférica a dicho 
acúmulo, así como en el interior de las proPTs (Figura R-18 G, L, M).  
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Figura R-18.- pMKs en relación al nicho vascular. A-D) Secciones de embriones a E11.5 fueron teñidas con Acs anti-
CD41 (verde), anti-Tie-2 (rojo) y TOPRO-3 (azul). Los pMKs CD41
+
 se encuentran en íntimo contacto con células 
endoteliales Tie-2
+
 a E11.5 (A-C) y E13.5 (D). En B) se muestra la presencia de pMKs intravasculares, emitiendo 
proPTs. El recuadro en D) muestra un detalle de un pMK asociado a un vaso. E-M) Secciones de E11.5 teñidas con 
anti-CD41 (verde), anti-vWF (rojo) y TOPRO-3 (azul, núcleos). La microfotografía panorámica (E) permite apreciar la 
diferente expresión de vWF en células endoteliales de pulmón (Pu; puntas de flecha en el marco de línea blanca 
continua) y en hígado (Hi; asterisco, recuadro línea blanca discontinua). Una amplificación de este recuadro se 
muestra en (F), donde se indica una sección delimitada por el recuadro discontinuo en la que se muestran 
ampliadas las fluorescencias separadas en cada canal (G-J). En la microfotografía en K) se muestra un detalle del 
corazón. Las flechas señalan las células endoteliales. Las microfotografías L-N) muestran detalles de la tinción del Ac 
anti-vWF a grandes aumentos alrededor del núcleo (L) y co-localizando con CD41 (L-M). Las flechas señalan en L) un 
pseudopodio, en M) proPTs y en N) una PT. Las barras de escala representan 20 µm, excepto en C y E, que 
representan 50 µm. 
 
Los análisis realizados en hígado a E13.5, cuando el tamaño y números celulares totales del 
órgano han experimentado un crecimiento muy importante (entre 65-80 veces más células/hígado 
que a E11.5), permiten objetivar varias diferencias de interés (Figura R-18 D): (1) el árbol vascular, 
cuya expresión de Tie-2 ha aumentado, adopta una organización más regular y ordenada, con una 
disposición radial de grandes vasos centrales, a capilares y sinusoides en la periferia; (2) los MKs 
CD41+ se mantienen sistemáticamente asociados a células endoteliales Tie-2+. 
8.2.- Las células hematopoyéticas CD45+ no se asocian con MKs. 
La molécula CD45 está presente en todas las células hematopoyéticas, excepto en las de la 
serie roja y PTs. Como se ha mostrado antes, a diferencia de los equivalentes adultos, nosotros 
hemos objetivado que los MKs embrionarios no expresan CD45. Por otra parte y salvo una 
minoritaria población de linfocitos B y células NK, la mayoría de células CD45+ a E11.5 del hígado 
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embrionario son de estirpe mieloide (monocitos y macrófagos, en diferentes estadios de 
diferenciación). El estudio in situ de las células CD45+ reveló una franja celular discontinua 
enriquecida en dicho tipo celular, con morfología alargada “fibroblastoide”, y situada 
inmediatamente debajo del mesotelio de la cápsula de Glisson (Figura R-19, A, B). Estas células 
alargadas se detectan claramente en estudios con tinciones convencionales de HE, como 
embebidas en la propia cápsula, y representan hasta un tercio del total de células CD45+ del hígado 
a E11.5. El resto de células CD45+ están distribuidas de manera irregular a lo largo del parénquima 
hepático, aisladas o en pequeños grupos de 2-4 células (Figura R-19 A, C) y con dos morfologías 
diametralmente opuestas: unas células pequeñas y redondas, y otras grandes y amorfas (10,3±1,5 
µm de diámetro vs 14,2±2,4 µm), que pueden corresponder a células mieloides más maduras.  
 
 
Figura R-19.- Localización de células CD45
+
 y F4/80
+
 en el hígado a E11.5.  A y B) Microfotografía panorámica que 
muestra la expresión excluyente de CD41 (verde) y CD45 (rojo) in vivo en el FL11.5. Las células CD45
+
 se encuentran 
formando una banda periférica discontinua, con una morfología fibroblastoide (B, flechas), y dispersas por el 
parénquima hepático (asteriscos). C) Detalle de una tinción con anti-F4/80 (rojo) y anti-CD41 (verde). Nótese que en 
el interior de la célula F4/80 es posible visualizar restos de células eritroides, que se caracterizan por presentar 
autofluorescencia homogénea en verde. Las células CD41
+
 periféricas se encuentran por debajo de la banda 
definida por células CD45
+
 (B, punta de flecha). La organización en una banda marginal se mantiene a E13.5, 
observando co-expresión de CD45 y CD41 en algunas células  (D).  Los núcleos están teñidos con TOPRO-3 (azul). Las 
barras de escala representan 20 µm, excepto en A), que representa 100 µm. 
 
Sólo una de cada cinco células CD41+ contacta con células CD45+, lo que no sugiere una 
asociación preferencial entre ambos tipos celulares. Los dobles marcajes CD45/F4.80 revelaron un 
patrón de expresión común en los mismos tipos celulares, lo que demuestra que a E11.5, en su 
mayor parte, corresponden a monocitos/macrófagos altamente diferenciados. De hecho, 
observamos frecuentemente la presencia de células CD45+F4/80+ que incluyen material celular 
fagocitado (Figura R-19 C), en particular, núcleos de pequeño tamaño y fragmentos 
autofluorescentes, que corresponden a células eritroides, además de otros restos quizás derivados 
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de cuerpos apoptóticos. En consonancia con estos resultados y como se describe más tarde, 
mediante tinción HE de secciones hepáticas fetales, podemos observar la presencia de macrófagos 
fagocitando células eritroides y restos celulares, rodeados de diferentes estadios de células rojas. 
En el hígado a E13.5, persisten las células CD45+ de la franja periférica, mientras que las dispersas 
por el órgano se sitúan más proximales a los sinusoides hepáticos (mejor definidos en esta etapa 
gestacional) (Figura R-19 D). 
 
8.3.- Zonas preferenciales de maduración eritroide en el hígado.  
Las células eritroides son el componente hematopoyético más importante en el embrión y, 
particularmente, en el hígado (30-60% a E11.5), por lo que su ubicuidad hace difícil definir áreas 
topográficas preferentes en su localización. Hemos procedido a su trazado con el marcador Ter119, 
que define una molécula de membrana asociada a la glicoforina A, y que está presente desde 
proeritroblastos a eritrocitos maduros, tanto del compartimento primitivo como definitivo de la 
eritropoyesis. Aunque no de forma absoluta, se pueden realizar cuantificaciones de células 
Ter119+/campo lo que permite establecer varias “zonas eritroides” en el hígado embrionario: (1) En 
torno a los grandes vasos y sinusoides hepáticos y, en general, por fuera de los MKs perivasculares, 
se definen anillos de varios diámetros celulares de células Ter119+; (2) Cordones radiales de células 
rojas (4-10 diámetros celulares de grosor) se extienden desde los vasos centrales hacia la periferia 
del hígado, delimitando áreas libres en dicho tipo celular (Figura R-20 A, C); (3) Existe también una 
concentración ordenada de células Ter119+ en la franja submesotelial del hígado embrionario, que 
se sitúa específicamente entre la banda de células polarizadas CD45+ y los MKs CD41+ más distales 
(Figura R-20 B); (4) Finalmente, las células eritroides dentro del torrente vascular, con altos niveles 
de Ter119+, pequeño tamaño y morfología ovalada, corresponden a estadios más avanzados de 
diferenciación, aunque en su mayor parte, todavía son Ery nucleados. Aislada, pero regularmente, 
se observan eritrocitos con núcleo excéntrico, en general, más cerca de los vasos centrales y en el 
torrente vascular (Figura R-20 L, M).  
En tinciones de HE, se detectan frecuentemente agregados celulares compuestos por un 
macrófago (con núcleos fagocitados en su interior) y una corona de células eritroides en diferentes 
estadios de maduración, entre los cuales se encuentran elementos enucleados. Esta imagen es 
característica de los islotes eritroblásticos, cuya presencia no ha sido descrita antes de día 14.5 de 
la gestación de ratón (Gordon et al., 1986; Sasaki et al., 1993) (Figura R-20 D-F). Llama la atención 
que muchos de estos “islotes eritroblásticos” se encuentran dentro de los vasos intrahepáticos, 
mientras que los eritrocitos recirculantes en otras localizaciones del embrión tienden a presentar 
características celulares de mayor madurez (menor tamaño, relación núcleo/citoplasma disminuida 
y mayor afinidad por el colorante eosina, es decir son más acidófilos, apareciendo con una intensa 
coloración rosácea), nucleados o no, lo que sugiere algún tipo de restricción a la recirculación 
sanguínea entre la periferia vascular y el hígado (Figura R-20 K). 
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Figura R-20.- El FL es el principal órgano de maduración eritroide.  A) Microfotografía panorámica que muestra la 
expresión de CD41 (verde), Ter119 (rojo) y TOPRO-3 (azul, núcleos) en una sección tisular de E11.5 B) Área 
periférica hepática, en la que se muestra que los Ery forman una banda por debajo de la cápsula de Glisson. Los 
pMK se encuentran intercalados en, o por debajo de esta banda (punta de flecha). C) Microfotografía de un vaso 
hepático, rodeado por Ery y pMK. D-F) Tinciones con Ac anti-Ter119 o con HE, muestran la existencia de grupos de 
células  Ery  alrededor de células con apariencia de macrófagos (asteriscos). La microfotografía panorámica en G) a 
E13.5 muestra un gran aumento en el componente eritroide. Los recuadros blancos muestran las zonas ampliadas 
en H-J) y detalles de diferentes áreas.  K) Tinción HE de una sección hepática que muestra células Ery teñidas con 
eosina (rosa) en el interior de un vaso. Alguna de estas células ha perdido ya el núcleo (flechas). L-M) Células de la 
circulación periférica (L) o del árbol vascular hepático (M) fueron depositadas en portaobjetos y teñidas con HE. 
Nótese la baja presencia de células anucleadas (flechas) y la existencia de células con el núcleo polarizado hacia un 
lado de la célula (punta de flecha). Las barras de escala en A) y G) representan 100 µm, en B), C), H), I) y  J) 
representan 50 µm y en el resto 10 µm. 
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Figura R-21.- Fenotipo de las células aisladas de PBL y de la circulación intrahepática por CT a E11.5 y E12.5.  Los 
dot plots muestran tinciones dobles con los Acs indicados. Los rectángulos definen diferentes poblaciones y los 
números sobre ellas representan los porcentajes de células de cada población. 
 
Para clarificar este punto, realizamos un experimento consistente en la extracción 
quirúrgica del hígado, seguida del exanguinado tanto de los órganos extraídos como del resto de 
los embriones de E11.5 y E12.5, de tal forma que recogemos por un lado las células que se 
encuentran circulando por todo el cuerpo, y por el otro las células que se encuentran en el árbol 
vascular hepático (Figura R-20 L, M y Figura R-21). El marcaje triple mediante CT con los 
marcadores c-Kit, Ter119 y CD71 (receptor de transferrina presente, entre otros, en progenitores 
eritroides y reticulocitos, pero no en eritrocitos maduros), permite trazar los diferentes estadios de 
diferenciación eritroide, que comienza con células c-kit++ que a continuación co-expresan CD71 (c-
kit+CD71+) y más tarde Ter119 (CD71++Ter119+), para finalmente, perder la expresión de c-kit y 
CD71 y mantener la de Ter119 (Figura R-21). El resultado muestra que en sangre periférica de 
embriones a los que previamente habíamos extirpado el hígado, hay una disminución drástica del 
número de progenitores más inmaduros c-kit++ y c-kit++CD71+, lo que concuerda con la hipótesis de 
la existencia de una cierta barrera que impide salir a los eritrocitos más inmaduros hacia la 
circulación, y que afectaría también a células progenitoras c-Kit+ y a MKs CD41+. La organización del 
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linaje eritroide a E13.5 básicamente extiende y define mejor la topografía eritroide encontrada a 
E11.5 (Figura R-20 G-J): las coronas Ter119+ externas rodeando a los MKs perivasculares, los 
cordones radiales que se extienden desde vasos centrales hacia la periferia del órgano y también la 
formación de una banda periférica submesotelial. Cabe destacar que los espacios carentes del 
componente eritroide predominante aumentan su tamaño relativo dentro del órgano, 
probablemente representando una expansión del componente hepato-epitelial del hígado. 
Aumenta también el grado de diferenciación de las células eritroides, así como el número de Ery 
anucleados. 
 
9.- RELACIÓN ENTRE pMKs Y PROGENITORES HEPATO-EPITELIALES (pHep).  
En nuestro estudio previo  (Minguet et al., 2003) mostrábamos que la población c-
KitDCD45-CD49fH/D crecía in vitro y en organoides generando hepatocitos y colangiocitos. Además, 
el relativamente elevado número de pMKs y la íntima relación fenotípica de las poblaciones de 
pMK y pHep presentes en el FL temprano,  nos ha hecho estudiar sus influencias mutuas en cultivos 
in vitro. 
9.1- Los pMKs de FL11.5 son necesarios para el desarrollo in vitro de capas hepato-epiteliales. 
 Como hemos descrito previamente (apartado 5), la población purificada de pMK CD49fHc-
KitDCD45- origina MKs en cultivo tras 48 horas, y a partir de los 5-7 días las proPTs desarrolladas se 
encuentran entremezcladas unas con otras, impidiendo su clara individualización (no mostrado). 
Por el contrario, las células progenitoras purificadas CD49fDc-KitDCD45- crecen mal en cultivo sobre 
cualquier superficie testada (cubiertas con colágeno I, laminina, fibronectina o sin tapizar), y a día 3 
de cultivo la mayoría de las células han muerto. Sin embargo, al mezclar ambas poblaciones 
purificadas en una proporción de 1/3 (CD49fD/CD49fH; próxima a la encontrada en la población sin 
purificar), observamos de nuevo el crecimiento de cultivos en monocapa con las mismas cinéticas y 
forma descritas para los cultivos de las células sin purificar c-KitDCD45- Ter119- (Figura R-22 B).  
El co-cultivo de ambas subpoblaciones sobre cámaras de cultivo celular cubiertas con 
colágeno I/III (cámara superior del transwell) y con un poro de 0,4 µm, arroja resultados similares a 
los obtenidos cuando ambos tipos de subpoblaciones celulares crecen juntas en soportes cubiertos 
con colágeno (Figura R-22 C). Por el contrario, observamos un menor nivel de crecimiento de la 
capa hepato-epitelial formada por las células CD49fDc-KitDCD45- cuando la subpoblación de pMK 
CD49fHc-KitDCD45- crece en la cámara inferior, a pesar del desarrollo de MK con proPTs de estos 
cultivos in vitro. La maduración de las células se cuantificó de forma más precisa mediante la 
determinación de la expresión de ALB en las células que crecen en estos co-cultivos sobre las 
cámaras superiores, y refiriéndolo al valor de las células CD49fDc-KitDCD45- cultivadas solas. Los 
pMKs cultivados solos durante siete días pierden la expresión de ALB. El aumento en la expresión 
de ésta en los co-cultivos es de cuatro veces cuando las células CD49fHc-KitDCD45- pMK y pHep 
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CD49fDc-KitDCD45- crecen juntos en la misma cámara (p<0,05), y de dos veces cuando se 
encuentran separadas por la membrana (Figura R-22 D).  
 
 
 
Figura R-22.- Interacciones entre pMKs y pHep en FL11.5. A) Células c-Kit
D
Hem
- 
(rectángulo rojo en línea 
discontinua), CD49f
H
c-Kit
D
CD45
-
 (pMK; círculo negro) y CD49f
D
c-Kit
D
CD45
-
 (pHep; rectángulo negro) fueron 
purificadas a partir de suspensiones celulares de FL a E11.5 mediante FACS. Los dot plot de la derecha muestran la 
purificación y los histogramas dentro de éstos la expresión de CD45 en las poblaciones purificadas. B) Las células 
purificadas fueron puestas en cultivo. Las microfotografías muestran imágenes de campo claro de los cultivos a 3 y 7 
días de células purificadas CD49f
D
 (izquierda) y co-cultivadas con células CD49f
H
 (centro), y de cultivos de la 
población c-Kit
D
Hem
-
 (derecha). C) Cultivos realizados en cámaras transwell. Las microfotografías corresponden a 
imágenes de la cámara superior de los cultivos transwell (7 días) realizados como indica las combinaciones de 
células en cada cámara. Las líneas discontinuas resaltan las capas epiteliales desarrolladas. Barras de escala, 50 µm. 
D) La expresión de ALB en células crecidas en los insertos de los cultivos transwell (7 días) analizada mediante PCR-
TR como en la Figura R-13C. E) Tinción con Acs anti-CD41 (rojo) y  anti-ALB (verde) de una sección tisular de FL11.5. 
Los núcleos están teñidos con TOPRO-3 (azul). La microfotografía de la izquierda muestra la imagen obtenida con 
Acs irrelevantes. El cuadrado dibujado en la microfotografía central aparece ampliado en la imagen de la izquierda e 
imágenes inferiores, que muestran los canales de fluorescencia mezclados e individuales de cada tinción. Los 
contactos entre células CD41
+
 (rojo) y ALB
+
 (verde) aparecen en amarillo, y son destacadas mediante flechas 
blancas. Barra de escala, 20 µm.  
 
Estos datos indican que aunque se requiere el contacto celular para alcanzar el pleno 
desarrollo de los cultivos hepato-epiteliales, los factores solubles también tienen un efecto parcial 
en este proceso. En este sentido, la adición de sobrenadantes obtenidos de cultivos de pMKs al 
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inicio de los cultivos de células CD49fDc-KitDCD45-, también permitió una recuperación parcial de 
las monocapas hepato-epiteliales (no mostrado) elevando 2,42 veces la expresión de ALB con 
respecto a la población cultivada con el medio sin sobrenadante. Se ha propuesto que diversos 
factores solubles pueden influir en el crecimiento del hígado y en la regeneración tras daño 
hepático (Lesurtel et al., 2006; Sugiyama et al., ; Taniguchi et al., 2001; Yamamoto et al., 2010). 
Entre otros, se encuentran la serotonina almacenada en los gránulos densos de los MK y PTs, el 
VEGF-A, el HGF y el EGF. Nuestro medio de cultivo contiene HGF y EGF, por lo que descartamos su 
papel en el establecimiento diferencial de monocapas epiteliales que observamos en este proceso. 
Analizamos el efecto de la serotonina y el VEGF-A añadiéndolos a dosis óptimas al inicio de los 
cultivos de pHep CD49fDc-KitDCD45-, no detectándose efectos significativos de la serotonina en 
estos cultivos. Sin embargo, en el caso VEGF-A observamos una promoción del desarrollo de placas 
hepato-epiteliales y un aumento en la síntesis de ALB (1,86 veces más expresión).  
 
9.2- Relación entre células del componente hepato-epitelial y los pMKs in vivo. 
 Decidimos utilizar la detección de la presencia de ALB por inmunofluorescencia como 
trazador del componente epitelial del hígado emergente, porque en el hígado adulto sólo los 
hepatocitos producen ALB. Aunque como se ha mostrado en el apartado R-4 en el FL, y también en 
el YS (Asahina et al., 2004; Liao et al., 1980), existen poblaciones celulares que expresan bajos 
niveles de ALB y otros genes hepáticos en condiciones fisiológicas, pensamos que el elevado nivel 
de expresión de esta proteína permitiría identificar pHep diferencialmente. El primordio hepático 
se objetiva a E10.5 como un agregado relativamente compacto de células ALB+, de morfología 
irregular y polarizada, con una tendencia a la formación de hileras que rodearán a futuros 
sinusoides hepáticos (Figura R-23 A-C). El componente hematopoyético es minoritario en este 
estadio (< del 3,1 ± 0.5% según nuestros datos de CT, ver figura R-5, regiones R1 y R2 a E10.5). A 
E11.5, el hígado ha experimentado un intenso proceso de crecimiento (70 veces más células totales 
que a E10.5) y los precursores hepáticos ALB+ representan el 18,5±3,7 % del total celular del órgano 
(Figura R-23 D-G, Tabla R-3). Estas células ALB+ presentan contorno poligonal y tamaño 
heterogéneo, y forman hileras o isletas de aproximadamente 3-8 células. Aunque se pueden 
encontrar dispersas por el parénquima del órgano, se ubican preferentemente en aquellas zonas 
radiales que parten de los grandes vasos, y que están carentes del componente eritroide (Figura R-
24 A, C). En el espacio perivascular y en la corona hematopoyética submesotelial no se observan 
células ALB+ (Figura R-24 B, F). Casi la mitad de los pMKs CD41+ presentan contactos celulares con 
hepatoblastos ALB+ por medio de los procesos citoplásmicos de los primeros, sobre todo en zonas 
próximas a los vasos (Figura R-22E y Tabla R-3). A E15.5, la frecuencia de células ALB+ aumenta 1,6 
veces con respecto a E11.5 (29,7±9,3%; 6x106 células ALB+/hígado), presentan formas poligonales 
menos irregulares, y su disposición en hileras desde la periferia del órgano hasta los vasos centrales 
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es más nítida y organizada, incrementando también el número de células por hilera (>8 
células/hilera) (Figura R-23 G, R-24 F). A E13.5 se aprecia más claramente la concentración de 
células ALB+ en la proximidad de los vasos centrales donde también se concentran los MKs (que son 
ahora más infrecuentes) (Figura R-24 D). 
Figura R-23.- Localización in vivo de 
células ALB
+
 y MKs. A-C) Secciones 
tisulares de E10.5 teñidas con anti-ALB 
(verde) y anti-CD41 (rojo). Los núcleos 
han sido teñidos con TOPRO-3. A) 
Microfotografía panorámica de un 
embrión a E10.5, en la que se destaca el 
primordio hepático (Hi) y el corazón (Co). 
B) y C) muestran a mayor aumento la 
región marcada con línea discontinua en 
A).  D) y E) Secciones de E11.5 
correspondientes al área periférica y del 
centro del hígado, respectivamente. F) 
Microfotografía panorámica del FL a 
E11.5 teñido con Ac anti-ALB (verde) y 
control de isotipo (rojo).  G) 
Microfotografía de una sección tisular 
hepática a E15.5.  Las barras de escala 
representan 50 µm, excepto en A) y F) 
que representan 100µm. 
 
Figura R-24.- Expresión de ALB in vivo E11.5-E15.5. Se muestra la expresión de ALB combinada con Tie-2 (A, D), 
CD45 (B, E) y Ter119 (C, F) en secciones de FL11.5 (A, B, C), FL12.5 (E), FL13.5 (D) y FL15.5 (F). Los experimentos se 
realizaron como se indica en la Figura R-15. Las barras de escala son 50 µm. 
  Resultados 
 - 63 -
 
 
10.- PROGENITORES INMADUROS Y PROLIFERACIÓN HEPÁTICA DURANTE LA MORFOGÉNESIS 
10.1.- Concentración preferencial de células progenitoras en la periferia hepática. 
Los progenitores hematopoyéticos y hepato-epiteliales más inmaduros pueden ser 
definidos por la expresión del receptor c-Kit. A día 11.5 de la gestación constatamos, de acuerdo 
con nuestros datos por CT, que existe un elevado número de células c-Kit+ (41,6%), que disminuye 
según avanza, tanto la diferenciación de la célula hacia un linaje determinado, como la gestación (el 
porcentaje de células c-Kit+ disminuye a E12.5 1,56 veces, ver Tabla R-3). A E11.5 las células c-Kit+ 
son redondas, con una relación núcleo/citoplasma elevada y un tamaño relativo grande, aunque 
intermedio entre las células eritroides y los MKs (ver Tabla R-3). A día 12.5 su aspecto pasa de 
redondeado a poligonal, sin variar su diámetro celular. Tanto a E11.5 como a E12.5 la mayoría (75-
80%) de las células c-Kit+ se encuentran agrupadas, siendo frecuente observar acúmulos de 2 a 8 
células. Al contrario de lo que ocurre con células hematopoyéticas más maduras, no encontramos 
células c-Kit+ en una localización o nicho preferencial, sino que se encuentran aparentemente 
distribuidas por el parénquima hepático en los espacios libres de células eritroides. Sin embargo, 
parecen estar excluidas de la banda subcapsular definida por las células CD45+ y Ter119+. Para 
facilitar un análisis morfométrico más detallado, dividimos el FL en dos zonas: una central y una 
periférica, definiendo ésta última de forma arbitraria como la región comprendida 25 diámetros 
celulares por debajo de la cápsula de Glisson (Figura R-25 A y Tabla R-3). A E11.5, las células c-Kit+ 
se concentran preferentemente en la zona central del órgano (ver Tabla R-3, 46,5% de las células 
localizadas en la zona centro son c-Kit+, frente al 36,7% en el caso de la zona periférica, p<0,01). El 
elevado número de células c-Kit+ dificulta la cuantificación precisa diferencial de los contactos con 
células CD41H aún así, casi el 70% de los MKs contactan con células c-Kit+, sobre todo en la zona 
periférica (77,9% versus 62,6%). Es de destacar que la localización de las células c-Kit+ a E12.5 se 
invierte respecto a E11.5, encontrando ahora el 25,1% de las células en la periferia y el 16.9% en el 
centro (p<0.05), lo que sugiere que las células c-Kit+ que colonizan el hígado a través de los vasos 
son empujadas hacia la periferia por las células más maduras que diferencian en la zona central. El 
número de células c-Kit+ que se encuentran adyacentes con células CD41+ disminuye de día 11.5 a 
12.5 (ver Tabla R-3), aunque seguimos encontrando un mayor número de contactos en la periferia.  
Para diferenciar entre aquellas células c-Kit+ que corresponden a progenitores 
hematopoyéticos de los hepato-epiteliales, realizamos dobles marcajes con Acs anti-ALB y anti-c-Kit 
a E11.5, E12.5 y E15.5 (Figura R-25 B). En estos estudios observamos que a E11.5 y a E12.5: 1) El 
66,7±10,3% de las células c-Kit+ se encuentran en contacto con hileras de células ALB+ o en el 
interior de isletas ALB+; 2) Existen pocos hepatoblastos doble positivos (2,7±0,5%), que suelen 
formar parte de las hileras/isletas ALB+. 3) A E15.5, el número de progenitores c-Kit+ disminuye 
drásticamente (3,3±2,4%), así como su nivel de expresión, aunque se mantiene su localización junto 
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a células ALB+. La presencia de hepatoblastos c-Kit+/ALB+ es muy baja (0,23±0,38%) a partir de este 
día, reflejando el grado de diferenciación hacia colangiocitos/hepatocitos (Ver Tabla R-3). 
 
 
Figura R-25.- Detección de los progenitores c-Kit
+
 en el embrión a E11.5- E15.5. Secciones tisulares hepáticas 
teñidas con Ac anti-c-Kit  (rojo) y anti-CD41 (verde) (A) o anti- ALB (verde) (B) a los días de gestación indicados. Los 
núcleos están teñidos con TOPRO-3 (azul). En el recuadro ampliado de la foto central en B), se observa la presencia 
de células dobles para c-Kit
+
 y ALB
+
 (hepatoblastos) en el interior de las isletas. En FL15.5 disminuye el número de 
células que expresa c-Kit y el nivel de expresión del mismo (flechas). Las barras de escala representan 20 µm. 
 
 
 
 
Tabla R-3.- La tabla muestra el porcentaje de células de las diferentes subpoblaciones hepáticas a E11.5 en el FL, 
obtenido mediante CT e inmunofluorescencia, así como el diámetro celular, el porcentaje de células CD41
+
 que 
establece contactos con otros tipos de células y la proliferación celular (células EdU
+
). En el caso de las células c-Kit
+
 
el FL se ha subdividido en dos zonas: Pe= periferia y Ce=centro. Los valores mostrados corresponden a la media ± 
SEM. Los contajes han sido realizados por dos observadores independientes (n=30 campos; objetivo 40x en el caso 
de contajes por inmunofluorescencia y n=10 muestras de FL11.5 para CT). * La ventana de células que analizamos 
por CT excluye a las células más pequeñas, por lo que el contaje obtenido por este método es menor. ** El elevado 
número inicial de células Ter119
+
 impide este cálculo. ND: No determinado. 
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10.2.- Proliferación diferencial de células hematopoyéticas en el FL a E11.5. 
Como ya se ha mostrado, el FL es un órgano que durante el desarrollo embrionario 
incrementa exponencialmente su número de células en un corto espacio de tiempo (días e incluso 
horas), presentando una alta tasa de proliferación. Los resultados mostrados en el apartado 10.1, 
sugieren que los progenitores se van desplazando desde el centro del hígado hacia la periferia, lo 
que nos ha hecho plantearnos el estudio de proliferación in vivo de las diferentes poblaciones 
hematopoyéticas (Figura R-26). Para ello realizamos un ensayo de proliferación inyectando un 
análogo de timidina, EdU, en las hembras gestantes (E11.5), y lo detectamos por 
inmunofluorescencia junto con marcajes con Acs específicos para trazar diferentes poblaciones 
hematopoyéticas (Figura R-26 y Tabla R-3). Los resultados obtenidos muestran que a E11.5 las 
células progenitoras c-Kit+ presentan las más altas tasas de proliferación (58,3 ± 7,6%), seguidas de 
las células eritroides (46,4±8,2%), las células CD41+ (38,8±4,0%) y las células CD45+ (34,7±8,2%). Las 
tinciones con Acs que reconocen el Ag Ki67 confirman estos datos (no mostrado). Además, en el 
caso de las células c-Kit+ observamos que existe una proliferación ligeramente mayor en el centro 
del hígado (60,5±4,4 % de las células c-Kit+ son EdU+ en el centro vs 56,1±9,3 % en la periferia, ns), 
de acuerdo con la ya mencionada mayor concentración de células c-Kit+ en este área. Sin embargo, 
el alto número de células en proliferación impide realizar cuantificaciones más precisas utilizando 
este protocolo. 
 
 
Figura R-26.- Patrón de proliferación in vivo de células en el hígado a E11.5. Se muestra el ensayo de proliferación 
llevado a cabo mediante la inyección de EdU y su posterior detección por inmunofluorescencia (verde),  combinado 
con diferentes Acs (anti-c-Kit, anti-Ter119, anti-CD41 y anti-CD45, rojo). A) Microfotografía panorámica (izquierda) 
que muestra el mayor número de células EdU
+
 en el hígado con respecto a otros órganos. A la derecha se muestran 
detalles de tinciones con los Acs indicados.  Los núcleos están teñidos con TOPRO-3 (azul). Las barras de escala 
representan 20 µm, excepto en la microfotografía panorámica, que representa 500 µm. 
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     DISCUSIÓN 
 
 El bajo número de MKs presentes en la BM adulta junto con la fragilidad de estas células 
de gran tamaño, ha dificultado durante años su aislamiento y su estudio in vitro. De hecho, sólo 
tras el descubrimiento de la TPO y los avances realizados en la generación de diversos modelos de 
animales modificados genéticamente, ha sido posible un estudio más detallado de las células del 
linaje megacariocítico, incluida la descripción de los diferentes precursores, su biogénesis, nichos e 
interrelaciones establecidas con otros tipos celulares presentes en la BM del adulto. De esta forma 
sabemos actualmente que una célula inmadura, pero ya dirigida hacia el linaje MK, se define en la 
BM adulta por la expresión de CD41, c-Kit y CD45 (Matsumura-Takeda et al., 2007). Según estas 
células maduran, negativizan el receptor c-kit y expresan otras moléculas, que permiten su 
identificación como células CD41++c-Kit-CD45+CD9+CD42c+CD61++Tubulinaβ-1+AcHE+ (Matsumura-
Takeda et al., 2007). El estadio de madurez de los MKs no sólo viene determinado por su fenotipo, 
sino también por parámetros tales como el tamaño y abundancia de gránulos en el citoplasma y la 
ploidía nuclear, que a su vez definen el potencial trombopoyético del MK (de Alarcon y Graeve, 
1996; Levine et al., 1996; van der Loo y Martin, 1996; Zimmet y Ravid, 2000). En marcado 
contraste, la megacariocitopoyesis embrionaria continúa siendo un campo relativamente poco 
explorado, ya que los estudios que se han llevado a cabo generalmente se han centrado en medir la 
capacidad que presentan las células dirigidas hacia el linaje MK (estimuladas con TPO) para generar 
colonias en medio semisólido (Tober et al., 2007; Xu et al., 2001). A pesar de ello se han utilizado 
células procedentes del FL a partir de E14.5-15.5 como fuente de células no caracterizadas 
fenotípicamente para cultivos de MKs (Italiano et al., 1999). Durante la gestación, la generación de 
las células hematopoyéticas, incluidos los MKs, está determinada tanto por características 
intrínsecas diferenciales de los progenitores embrionarios, como por los microambientes en los que 
se producen estas células, que son muy diferentes a los que existen en la BM adulta. A esto hay 
que añadir que el compromiso hacia un determinado destino celular es un proceso altamente 
regulado por la expresión de factores de transcripción génicos, que deben ser orquestados en una 
ventana espacio/temporal muy restringida.  
Tras una primera onda de hematopoyesis primitiva originada en el YS, y otra ya definitiva 
con origen independiente en la P-Sp/AGM, el YS y la placenta, el FL es el principal órgano 
hematopoyético embrio-fetal, y se encuentra sujeto a continuos cambios hasta alcanzar su 
morfología definitiva, ya en el período postnatal (Dzierzak et al., 1998; Takeuchi et al., 2002). En el 
FL los progenitores hematopoyéticos, y los MKs entre ellos, establecen relaciones con células del 
compartimento epitelial (hepatoblastos y hepatocitos) y con las de otros compartimentos 
celulares, entre el que destaca el componente vásculo/endotelial. Este componente sufre grandes 
remodelaciones desde el inicio del desarrollo hepático, proceso en el que participa activamente de 
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forma independiente al aporte de oxígeno, nutrientes y células sanguíneas (Matsumoto et al., 
2001). Todo ello en conjunto, nos ha llevado a abordar el estudio del linaje MK durante los 
primeros estadios de la formación del hígado y su relación con el resto de células hematopoyéticas, 
células hepato-epiteliales y células endoteliales.  
Las células eritroides y los MKs, de los que se postula que comparten un progenitor común 
(el progenitor MEP), son los dos primeros linajes hematopoyéticos que se diferencian durante la 
gestación. La necesidad de una generación temprana de eritrocitos parece deberse a la demanda 
de oxígeno a consecuencia de la gran cantidad de tejidos generados de novo en el embrión, y en 
este sentido, las hemoglobinas fetales exhiben una mayor afinidad por el oxígeno que las adultas 
(Ferkowicz et al., 2003; Isern et al., 2008). En cambio no resulta tan evidente la necesidad de contar 
con MKs en momentos tan tempranos de la vida embrionaria, puesto que la principal función del 
MK sería el generar PTs, que están fundamentalmente implicadas en coagulación, proceso cuya 
relevancia es primordial al final de la gestación y durante la vida adulta, pero no tanto durante 
etapas más tempranas de la vida embrionaria. De hecho, los ratones mutantes NF-E2-/- que carecen 
o tienen un número muy bajo de PTs, sobreviven hasta el momento del parto, en el que la mayoría 
muere por hemorragia (Shivdasani et al., 1995b). Resulta llamativo por lo tanto, que los pMKs se 
encuentren durante los primeros días de formación del FL en números 500 veces superiores en 
términos porcentuales a los encontrados en condiciones de homeostasis en la BM del adulto, lo 
que supone que en el hígado embrionario a E11.5 existe prácticamente el mismo número total de 
células MK que en la BM adulta del ratón (1,2x105 versus 1,8x105, respectivamente). Este hecho 
nos llevó a postular que los MKs podrían estar implicados en otras funciones distintas a las 
convencionalmente descritas de formación de PTs y coagulación. 
 En general, el método de purificación de MKs ha consistido en una expansión in vitro en 
presencia de TPO durante periodos de tiempo largos (hasta dos semanas) de células inmaduras 
CD34+ de BM, o de células no purificadas de FL, seguida de centrifugación en gradientes de 
densidad (Pang et al., 2005). En el presente estudio, hemos detectado en el FL a E11.5 una 
población de células pMK, definidas por una baja expresión de c-Kit junto con la integrina CD49f a 
niveles elevados, y con marcadores como CD41, KDR, CD9, y CD42c. Estas células han sido 
purificadas fácilmente por FACS obteniendo de forma rápida una población viable altamente 
enriquecida en este tipo celular. Es de resaltar que la expresión de la integrina CD49f había sido 
utilizada por diversos grupos, incluido el nuestro, para la purificación de células pHep, que es otra 
subpoblación englobada también dentro de las células no hematopoyéticas c-KitDCD45- del FL 
(Suzuki et al., 2000; Minguet et al., 2003). La expresión de CD49f también ha sido descrita en 
células c-Kit+Sca-1-Lin- de BM y en células KSL de FL a E14.5 (Qian et al., 2007), participando en el 
proceso de transmigración de estas últimas desde el FL hacia la BM al final de la gestación. CD49f 
es la cadena α6 de las integrinas, y junto con la cadena β1/CD29 es receptor, entre otros, de 
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fibronectina y de laminina, proteínas presentes en las membranas basales subendoteliales de los 
sinuosides (Georges-Labouesse et al., 1996; Siler et al., 2002), que es precisamente un nicho 
ocupado por los MKs en la BM y por las células ovales hepáticas (canales de Hering). 
Llama la atención que, aunque el fenotipo que hemos definido para las células 
embrionarias pMK CD49fHc-KitDCD45- es muy semejante al actualmente aceptado para los MKs del 
adulto en la BM (CD41++CD9+CD42c+CD61++) (Matsumura-Takeda et al., 2007; Nakorn et al., 2003; 
Shah et al., 1988), difiere de éste por la ausencia de expresión del marcador panhematopoyético 
CD45, lo que probablemente ha contribuido a que estas células tempranas no hayan sido 
identificadas como pertenecientes al linaje MK hasta ahora. Esta ausencia de expresión de CD45 en 
pMK podría indicar que las vías de diferenciación de MKs en la vida embrionaria serían diferentes 
de las presentes mayoritariamente en la vida adulta. Para abordar esta hipótesis, purificamos 
poblaciones de FL a E11.5 en base a la expresión de CD45, KDR y CD41 y realizamos cultivos 
convencionales en medio semisólido (Methocult) y en medios líquidos, y los analizamos a corto 
plazo (dos días). De los resultados obtenidos se desprende, en primer lugar, que la población 
CD45+KDR-CD41- es la más inmadura, ya que presenta el mayor potencial de diferenciación hacia 
células formadoras de colonias (mayor número de colonias/célula sembrada) en medio semisólido, 
y en medio líquido es capaz de generar de nuevo células CD45+KDR-CD41- junto con otras células de 
distintos linajes como son el eritroide (obtenemos células Ter119+), mieloide (aunque inmaduro, 
pues genera células con niveles altos de CD45, que co-expresan c-Kit y Mac-1) y megacariocítico, en 
este caso conservando o disminuyendo los niveles de CD45, y expresando CD41 y CD42c. Estas 
últimas células tienen un fenotipo muy similar al de la población CD45+KDR+CD41+ presente ex vivo, 
lo que nos indicaría que una de las vías para producir MKs en el embrión pasaría por la adquisición 
de KDR y CD41 a niveles bajos, como se ha descrito en el caso de MKs en maduración terminal 
(aunque células tronco quiescentes también expresan estos marcadores a bajos niveles, 
perdiéndolos en el proceso de diferenciación) (Casella et al., 2003; Katoh et al., 1995). Al cultivar 
estas células CD45+KDR+CD41+ purificadas a partir de la población ex vivo, se obtienen 
mayoritariamente células de linaje megacariocítico, que co-expresan CD41 y CD42c, y 
prácticamente no se detectan en los cultivos líquidos células eritroides o mieloides Mac-1+. Es de 
destacar que las células purificadas CD45+KDR+CD41+, que inicialmente expresan CD45, lo pierden 
en cultivo. Este hecho parece reflejar los fenómenos que ocurren en la diferenciación de MKs 
observada in vivo en el embrión a E11.5, pues la población obtenida ex vivo CD45-KDR+CD41++ (que 
como hemos mostrado es también CD49fHc-KitD y CD42c+CD61+) y que no expresa CD45, al ser 
puesta en cultivo parece estar comprometida únicamente hacia el linaje MK, negativizando CD49f y 
KDR, y en ningún momento vuelve a adquirir CD45. En cualquier caso, hemos descartado que esta 
bajada en la expresión de CD45 que observamos in vitro se deba a algún artefacto debido al 
proceso de purificación, o a una mortalidad preferencial inducida por éste. Además esta 
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disminución no se observa en otras poblaciones de tipo mieloide que se detectan en los cultivos 
paralelos de las poblaciones CD45+KDR-CD41- y CD45++KDR-CD41-, en las que de hecho aumenta la 
expresión de CD45 al adquirir otros marcadores como CD11b/Mac-1, a pesar de tratarse éstas de 
células inmaduras que todavía mantienen c-Kit. En la diferenciación de MKs descrita en individuos 
adultos, la molécula CD45 se expresa desde momentos muy tempranos y es negativa en PTs, pero 
se desconoce el estadio preciso en el que los MKs adultos CD45+ dejan de expresar esta molécula, 
aunque presumiblemente debe de ser muy cercano a la producción de PTs. De hecho, las células 
K562 (MK) reducen en su diferenciación final a MKs su actividad fosfatasa, que se debe a una 
proteína tirosin-fosfatasa con estructura idéntica a CD45 (Butler et al., 1990). Por último, las células 
CD45++KDR- purificadas del FL a E11.5 y puestas en cultivo, producen muy pocas colonias en medio 
semisólido, pero en cultivo líquido no se detectan células CD45+KDR-CD41- ni células eritroides. 
Estas células  generan dos tipos celulares, uno mieloide que mantiene altos niveles de CD45 y 
adquiere Mac-1, y otro con un menor nivel de expresión de CD45 y, sorprendentemente, 
positividad para CD41 y CD42c, lo que las asemeja a la población ya comprometida a linaje 
megacariocítico CD45+KDR+CD41+ mencionada más arriba.  
Por tanto, en el hígado de embriones a E11.5 se identifican dos vías separadas para 
generar MKs, una de ellas se produce a partir de la población de células CD45++KDR-, con potencial 
mieloide y megacariocítico, y la otra se produce directamente a partir de células oligopotenciales 
más inmaduras CD45+KDR-CD41-. En cualquier caso a E11.5, sea cual sea la vía por la que se 
generan los MKs, éstos pasan por un estadio CD45+ (y KDR+CD41+), y se convierten en CD45- al 
adquirir CD42c (figura D-1). Se ha descrito que CD45 modula las señales procedentes de receptores 
de integrina y citoquinas y por lo tanto el nivel de sensibilidad a estímulos externos (Hermiston et 
al., 2003), lo que puede estar en relación con que los pMKs a E11.5 no expresen este receptor 
tirosin quinasa durante este estadio del desarrollo. Cabe mencionar que las HSC embrionarias 
inmaduras tampoco expresan CD45 hasta E11.5 en el FL (Bertrand et al., 2005; Matsubara et al., 
2005). Sin embargo, a E15.5 hemos observado que la mayoría de MK fetales expresan ya CD45 
(dato no mostrado), de forma similar a lo que ocurre en el adulto. Por otra parte, células mieloides 
en las que se elimina la expresión de CD45 a través de la deleción del factor de transcripción PU.1, 
presentan defectos en adhesión, quimiotaxis, y fagocitosis, entre otros (Anderson et al., 2001). Es 
interesante que la población de pMKs no exprese tampoco CXCR4, receptor implicado en la 
migración de MKs y HSCs en la BM adulta desde el nicho osteoblástico al vascular (Ara et al., 2003), 
y desde el FL hacia la BM (en el embrión), lo que puede deberse a la falta de necesidad de los pMKs 
fetales de migrar hacia el nicho vascular, puesto que el FL es un órgano altamente vascularizado 
(Mazharian et al., 2009). Además aunque la expresión de CXCR4 aumenta con la maduración 
celular, sólo es funcional en los MK más inmaduros en BM (Riviere et al., 1999) y la inactivación 
génica de su ligando SDF-1 no afecta al número de progenitores mieloides en el FL (Nagasawa et 
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al., 1996). Por lo tanto la falta de expresión de CD45 y de CXCR4 podría actuar como un mecanismo 
de retención de las células en el FL, impidiendo su salida hacia el torrente sanguíneo y evitando 
procesos de coagulación y de secreción de otros factores de crecimiento, y tal vez también 
permitiendo un mayor efecto de los MKs sobre otros componentes celulares hepáticos y viceversa.  
 
Figura D-1.- Vías de diferenciación del linaje megacariocítico en el FL a E11.5. A) Marcadores de superficie de los 
pMKs en su proceso de diferenciación. P1-P4 son diferentes progenitores identificados en el FL. B) Esquema de 
diferenciación de MKs propuesto in vivo en el FL a E11.5. C) Resumen esquemático del potencial de diferenciación in 
vitro de los progenitores P1-P4 aislados de FL11.5. Los marcadores más relevantes que definen el cambio de cada 
subpoblación se resaltan en rojo. P1 y P2 (recuadros turquesas) diferencian hacia células mieloides (recuadros 
naranjas), MKs (recuadros morados) y Ery (sólo P1; recuadro azul). P3 y P4 indican poblaciones diferenciadas in vitro 
con un fenotipo equivalente al de las mismas poblaciones observadas in vivo. P1 flechas rojas; P2 flechas negras. 
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Como ya se ha mencionado, durante la gestación y de forma multicéntrica, existen dos 
ondas de generación de células hematopoyéticas (primitiva y definitiva), encontrando que células 
derivadas de ambas conviven durante un periodo de tiempo de la gestación. El hecho de encontrar 
varias vías para generar MKs podría ser reflejo de la existencia de ambas ondas. En el caso del linaje 
MK es difícil discernir a E11.5 que células proceden de la onda primitiva y cuáles de la definitiva, 
puesto que no existe un marcador diferencial entre ambos tipos de células, como ocurre en el caso 
de los eritrocitos con las diferentes clases de hemoglobina sintetizadas. Nuestros resultados nos 
hacen pensar que los MKs generados a E11.5 en el FL proceden de la onda definitiva, ya que estas 
células, a diferencia de pMKs ubicados en otras localizaciones hematopoyéticas simultáneas, como 
son el YS, AGM o PBL, presentan un fenotipo más inmaduro, definido por su menor nivel de 
expresión de CD42c, CD41 y mayor expresión de c-Kit y CD105. Apoyando esta hipótesis 
encontramos que los ratones deficientes en la expresión de Runx-1/AML-1, en los que no hay 
hematopoyesis definitiva, carecen de células hematopoyéticas a excepción de eritrocitos 
primitivos, no detectándose la presencia de MKs ni PTs en el FL11.5, y demostrando por lo tanto 
que los MKs presentes en este órgano en este día de gestación dependen de la expresión de Runx-
1 (Okuda et al., 1996). Además en nuestro estudio hemos podido objetivar que los pMKs presentes 
en el FL, manifiestan una expresión anómala de proteínas hepato-específicas (ALB, AFP, TTR) y de 
proteínas características de células indiferenciadas, entre las que destacan la expresión de nestina 
y de CD105 (endoglina). La expresión de ALB, indicador de diferenciación hepática (sólo los 
hepatocitos adultos la sintetizan), fue detectada mediante PCR y PCR-TR en los pMKs, aunque a un 
nivel menor que en el caso de los pHep. Este resultado concuerda con los descritos previamente 
por Chen y cols. (Chen et al., 2007) en los que se detecta, mediante ChiP (Chromatin 
immunoprecipitation), expresión no sólo de ALB sino también de AFP y TTR a bajos niveles en 
células de FL14.5 diferenciadas a MK por la adición de TPO. Al parecer esta síntesis de ALB no 
estaría sólo restringida a los MK y a sus derivados, las PTs (Kieffer et al., 1987), sino que existen 
cada vez más evidencias que apuntan a la expresión de ALB en otros tipos celulares, generando un 
intenso debate sobre si la expresión de la misma es un buen indicador de diferenciación hepática, 
sobre todo en ensayos de transdiferenciación. Así, en un estudio reciente, (Lian et al., 2006) se ha 
detectado expresión génica de ALB, AFP y CK18 en HSC Lin- de BM. En concreto, son las células Lin-
c-Kit+ las que expresan ALB, mientras que las células Lin-c-Kit- son capaces de expresar AFP y CK18, 
pero no ALB. En ningún caso, incluso en condiciones de promoción hepática, se ha detectado 
expresión de AAT, un indicador de madurez hepática. Por lo tanto, cabe pensar que la síntesis de 
ALB en HSC y en particular en MKs en BM, podría ser una expresión vestigial “heredada” de su paso 
por el FL, ya que los pMK fetales extrahepáticos a E11.5, con un fenotipo más maduro (presentan 
menores niveles de c-Kit) presumiblemente por su procedencia de la onda primitiva, no expresan 
ALB. Por otra parte nosotros dejamos de detectar expresión génica de ALB tras 7 días de cultivo 
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(transwell), aunque si que observamos expresión a nivel de proteína, sugiriendo la existencia de 
endocitosis en los MKs de estos cultivos como ha sido descrito (Handagama et al., 1989).  
Diversos estudios muestran que las SC más inmaduras no son genéticamente inertes, sino 
que mantienen unos niveles bajos, pero constantes y dinámicos, de expresiones genéticas 
selectivas (a veces, denominados como “lineage promiscuity”). A partir de este “ruido de fondo” 
genético los diferentes linajes celulares se van estableciendo a consecuencia de procesos 
estocásticos y/o de selección, quizás nicho-específicos, de progenitores en los que dominan unos 
patrones moleculares sobre otros. De este modo, la restricción a un linaje estaría basada 
preferencialmente en el “apagado” de otros programas genéticos alternativos (Lai y Kondo, 2006). 
Existe una estrecha relación en el desarrollo de HSC y MKs, en relación a otros linajes celulares 
hematopoyéticos, como se muestra, ya que ambas células comparten múltiples aspectos 
moleculares y funcionales, tales como la utilización de la señalización TPO/c-Mpl para proliferación 
de HSC y proliferación/diferenciación de MKs (Huang y Cantor, 2009). En el caso de las células 
pMKs CD49fHc-KitDCD45- no sólo comparten la expresión de marcadores con células tronco, (c-Kit, 
CD105 y nestina) sino también con células endoteliales (CD31, KDR o vWF). De esta forma, nos 
encontramos ante unas células CD45+KDR+CD41+ muy abundantes en el FL11.5 y que parecen estar 
más cerca de las HSC que otros linajes hematopoyéticos, haciendo plausible el hecho de que las 
HSC, en el camino hacia su diferenciación a diversos linajes, tomen como una decisión inicial el ir 
hacia el linaje MK. Estos datos, y los de otros grupos (Chang et al., 2007; Forsberg et al., 2006; 
Matsumoto et al., 2009), apoyarían el modelo propuesto recientemente por Jacobsen (Mansson et 
al., 2007) de generación de linajes hematopoyéticos a través de progenitores de los que 
progresivamente se separan células con potencial ya definido, quedando las células originales 
todavía con gran numero de potencialidades “abiertas” (LMPP), más que el modelo clásico 
alternativo, propuesto por el grupo de I.R. Weismann, en el que se produciría una toma de 
decisiones excluyentes a través de progenitores bipotenciales como el CMP y el CLP (Akashi et al., 
2000; Kondo et al., 1997). De hecho, es posible que ambos tipos de diferenciación co-existan en la 
BM adulta. En nuestro caso, no podemos excluir completamente que, aunque minoritarios, en el FL 
de E11.5 existan también progenitores oligopotenciales semejantes al CMP (aunque con fenotipo 
diferente ya que serían c-Kit+CD105+), que estarían dentro de la población CD45++KDR-CD41-, 
puesto que generan células mieloides Mac-1+ y MKs CD42c+ y los estudios de diferenciación linfoide 
que llevamos a cabo con esta población celular sobre células estromales OP9, fueron negativos 
inicialmente (datos no mostrados). Ensayos a nivel clonal, en cultivos y en análisis de patrones de 
expresión génica, permitirán clarificar este punto.  
Un aspecto relevante en la diferenciación megacariocítica consiste en el estudio de la 
formación de proPTs como mecanismo in vitro de biosíntesis de PTs. Los cambios morfológicos 
experimentados por estas células, así como los mecanismos moleculares implicados en este 
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proceso son de gran interés, ya que ayudan a dilucidar cómo se generan las PTs in vivo y, por lo 
tanto, a encontrar posibles dianas terapéuticas en enfermedades en las que existen disfunciones 
plaquetarias tanto por defecto (ya sean genéticas, como el Síndrome de Bernard-Soulier o la 
trombastenia de Glanzmann, o adquiridas) como por exceso, en las que se origina una 
trombocitosis y aumento de la coagulación (enfermedades mieloproliferativas, como la 
trombocitemia esencial y la policitemia vera) (Patel et al., 2005). En el transcurso de nuestra 
investigación, hemos observando que las células pMK de FL11.5 presentan diferentes estadios en 
su diferenciación hacia células formadoras de proPTs. Tras el proceso de purificación, en ausencia 
de TPO y en tan sólo unas horas, podemos observar como algunas células, inicialmente redondas, 
comienzan a adherirse (a veces totalmente y otras sólo parcialmente) y a presentar movimientos 
que les permiten adoptar una morfología fusiforme, estadio que hemos definido como WL, siendo 
el tipo celular más abundante a las 24 horas de cultivo. En este momento, las células realizan 
movimientos rápidos, establecen contactos con células vecinas, e incluso pueden volver a adoptar 
una morfología esférica. Los cultivos son asincrónicos, por lo que a las 48 horas se observa la 
aparición de células formadoras de proPTs, a la vez que siguen viéndose células WL, aunque en 
menor número. El hecho de que ambos tipos de células expresen CD41 y CD42c sugiere que no 
estamos ante una población heterogénea, sino ante células MK en distinto estadio de 
diferenciación, dato que se ratifica mediante video-microscopía a tiempo real, objetivándose la 
transformación de las células WL en células portadoras de proPT. Trabajos previos con MKs 
muestran la generación de proPTs en cultivos a tiempo real, pero a pesar de que en algunos vídeos 
se pueden observar células semejantes a las definidas por nosotros como WL, no hemos 
encontrado menciones de la existencia de las mismas como un estadio intermedio en este proceso 
(Dunois-Lardé et al., 2009). La generación de proPTs se inicia con la emisión de uno o dos 
pseudópodos, que poco a poco van alargándose y afilándose, adquiriendo la morfología típica de 
una proPT. A los 5-6 días de cultivo, la mayoría de células se ha transformado, presentan hasta 5 
proPTs/célula y éstas apenas tienen ramificaciones. A diferencia de los descritos en este trabajo, los 
estudios con MKs procedentes de BM o de FL14.5, que generalmente se llevan a cabo en presencia 
de TPO, muestran que se tarda más tiempo en generar proPTs, y el número de proPTs/célula que 
se obtiene, así como de ramificaciones/proPT es elevado (Miyazaki, 1996). Las diferencias 
encontradas entre las células CD49fHc-KitDCD45- a E11.5 y las células MK de FL14.5 o de BM, 
podrían ser debidas en parte a que los MK presentes en el hígado a E11.5 son más inmaduros, con 
menor tamaño y menor grado de ploidía, y en consecuencia generan un número de PTs menor. 
Este hecho está de acuerdo con la observación por la cual en transplantes con células CD34+ de 
origen fetal o de cordón umbilical existe un retraso en la recuperación del número de PTs 
(Bornstein et al., 2001). Por otro lado, las células del embrión a E11.5 presentan mayor grado de 
proliferación ex vivo (Figura R-26 y datos no mostrados), lo que hace innecesaria la adición de TPO. 
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De hecho, al añadir TPO a los cultivos de células CD49fHc-KitDCD45- se observa un aumento en el 
número de células totales (tal vez debido al efecto descrito de la TPO en prevención de apoptosis 
(de Sauvage et al., 1994), un retraso en la aparición de células con proPTs y un aumento en el 
número de células ADH, en un efecto muy similar al producido en los mismos cultivos por el 
colágeno I. Este dato está en relación con la expresión que hemos observado de CD49b/DX5, que 
junto a GPVI actúa como receptor de colágeno, molécula presente en áreas periendoteliales. 
Además, la TPO aumenta el tamaño celular, probablemente debido a un aumento en la ploidía 
como ha sido previamente descrito.  
La tubulina β1 y el citoesqueleto de actina juegan un papel clave en la emisión de las 
proPTs, y la actina también está implicada en el proceso de ramificación proplaquetar (Hartwig e 
Italiano, 2006; Italiano et al., 1999). En el caso de las células CD49fHc-KitDCD45- la adición al inicio 
del cultivo de citocalasina B, un inhibidor de la polimerización de actina, produjo la inhibición no 
sólo de la generación de proPTs sino también de la aparición de células WL, mostrando así la 
dependencia de actina-F ya en los procesos más tempranos de la emisión de proPTs. Se han 
postulado diversas teorías acerca de cómo se generan las PTs in vivo. La teoría de la formación de 
proPTs, fenómeno descrito durante varios años únicamente in vitro, ha ido ganando fuerza desde 
que en el 2007 Junt y cols. (Junt et al., 2007) obtuvieron imágenes in vivo de la presencia de las 
mismas en la BM de ratones adultos tratados con TPO, aunque estos experimentos no descartan 
que existan otros mecanismos adicionales de formación de PTs, como la división del citoplasma en 
territorios plaquetares y la posterior fragmentación del mismo. El hecho de que, en un corto 
período de tiempo, las células embrionarias CD49fHc-KitDCD45- de E11.5 produzcan proPTs in vitro 
en ausencia de TPO, junto a la detección de las mismas en células aisladas ex vivo (ver figura R-11), 
y a la presencia descrita de PTs circulantes ya a E10.5 (Tober et al., 2007), nos hizo plantearnos la 
posibilidad de localizar la existencia de células con proPTs in vivo. Así, mediante marcajes de 
microscopía confocal trazando los MKs con CD41 y haciendo reconstrucciones 3D, detectamos la 
presencia de células CD41+, que por lo general se encuentran aisladas o en grupos de 2-3 células, y 
en íntimo contacto con células endoteliales Tie-2+, mimetizando así lo que ocurre en BM. Esta 
asociación de células CD41+ con células endoteliales en el hígado en formación podría estar en 
relación con su papel como potenciadores de la angiogénesis, como ha sido descrito, y 
posiblemente también con la producción de PTs hacia el torrente sanguíneo. De hecho, hemos 
verificado que el mecanismo de emisión de proPTs ocurre en el FL a E11.5, observándose también 
la presencia de microprolongaciones pseudopodiales más pequeñas, de las que se desprenden 
micropartículas. Estas microprolongaciones son resistentes a la inhibición del ensamblaje de 
microtúbulos y aumentan en número cuando se inhibe la polimerización de actina (Flaumenhaft et 
al., 2009), y se han destrito como implicadas en procesos tales como angiogénesis (Kim et al., 
2004), comunicación celular (transferencia de receptores como CXCR4, PAR-1 y ligandos como 
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CD40L y PF4, Baj-Krzyworzeka et al., 2002), quimiotaxis e injerto/homing de células HSC (Janowska-
Wieczorek et al., 2001). Los contactos celulares establecidos por los MKs presentes en el FL, a 
través de estas microprolongaciones y de las más largas proPTS, con células de otros linajes 
hematopoyéticos y epiteliales, así como la secreción de factores de crecimiento tales como VEGF-A, 
serotonina, HGF, etc, sugieren que puedan tener un papel en comunicación celular. En concreto, 
hemos observado el establecimiento específico de contactos de células progenitoras inmaduras c-
Kit+ (sobre todo en la periferia del FL) y células ALB+ (cerca de los vasos). Este hecho se ve reflejado 
en la dependencia, en cultivos in vitro, de la presencia de células pMK para la supervivencia de las 
células pHep (CD49fDc-KitDCD45-) y el establecimiento de capas hepato-epiteliales. Tal es así, que 
no basta con la presencia de factores solubles procedentes de pMKs sino que es necesaria la 
existencia de un contacto celular para que tenga lugar la óptima promoción hepática. En el mismo 
sentido apuntan los resultados encontrados en ratones adultos sometidos a hepatectomía, tras la 
que se observa la acumulación de PTs en el hígado (que migran desde el espacio sinusoidal al 
espacio de Disse, lugar donde también se localizan las células ovales), promoviendo la regeneración 
hepática (Nakamura et al., 1998), y la observación de una correlación entre éste proceso y el 
número de PTs (Murata et al., 2007). Para que la óptima regeneración hepática tenga lugar, el 
contacto directo entre PTs y hepatocitos permite que estos últimos proliferen, iniciándose una 
cascada de señales de activación de factores de crecimiento entre los que destacan HGF, VEGF, 
IGF-1, PDGF y serotonina, que las PTs liberan de los gránulos α y densos, respectivamente (Lesurtel 
et al., 2006; Matsuo et al., 2008). Por otra parte, las PTs activadas por trombina también liberan 
PDGF, HGF, IGF y VEGF, promoviendo proliferación hepática incluso sin contacto directo entre PTs y 
hepatocitos. En nuestro caso, la adición de sobrenadantes procedentes de cultivos de pMKs, así 
como de VEGF-A, a cultivos de pHep resultó en un incremento parcial de la síntesis de ALB y en un  
aumento en la formación de capas epiteliales. Por el contrario, la adición de serotonina no tuvo 
efectos sobre la síntesis de ALB ni en la formación de placas epiteliales por encima de los niveles 
expresados por células pHep sin co-cultivar. Es sabido que las PTs y los MKs presentan distintos 
subtipos de gránulos α en función de los factores que almacenan, encontrando así gránulos con 
factores pro-angiogénicos (VEGF-A, fibrinógeno y trombospondina 1) y otros con factores anti-
angiogénicos (endostatina, vWF, FGFb y TGF-α) (Italiano et al., 2008). Para finalizar el proceso de 
regeneración tras hepatectomía se requiere TGF-α (Clavien et al., 2007), siendo plausible que las 
PTs y por ende los MKs, orquesten la regeneración a través de la estimulación e inhibición 
controlada de señales relacionadas con el crecimiento. Recientemente se han publicado varios 
trabajos en los que las PTs actúan como factores clave, no sólo en reparación tisular, sino también 
en morfogénesis. Por ejemplo, contribuyen al cierre postnatal del ducto arterioso (promueven el 
sellado mediante la formación de un trombo y apoyan la remodelación del lumen vascular; Echtler 
et al., 2010 ) y son primordiales en la separación de la circulación sanguínea y linfática durante el 
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desarrollo al formar una barrera estructural entre ambas (Carramolino et al., 2010; Uhrin et al., 
2010 ). 
Todos estos datos apuntan a los MKs y PTs como elementos esenciales durante el 
desarrollo, aunque paradójicamente los animales deficientes en diversos factores implicados en la 
generación de MKs y PTs presentan fenotipos desiguales, tal vez debido a la existencia en ellos de 
progenitores más o menos comprometidos al linaje megacariocítico, y con capacidad ya de 
mantener algunas de las funciones de los MKs maduros, como es el caso del mutante p45 NF-E2, 
que presentan un bloqueo en los estadios finales de maduración megacariocítica. Los animales 
deficientes en ese factor presentan un menor tamaño, y sólo el 10% sobrevive al parto, en el que 
mueren por hemorragia. Se ha descrito que estos ratones NF-E2-/- retienen cierta actividad 
hemostática que depende de debris megacariocíticos circulantes (micropartículas derivadas de los 
MKs) que previenen en parte el sangrado durante la gestación (Shivdasani et al., 1995b), permiten 
la remodelación tisular (Levin et al., 1999), y participan así por ejemplo en el cierre del ducto 
arterioso. Mientras, los mutantes PAR1-/- o TF-/- (tissue factor o protrombina) en los que sí que hay 
PTs, mueren a mitad de la gestación por hemorragia, ya que las PTs no pueden ser activadas 
(Palumbo et al., 2004). En el otro extremo, los animales deficientes en factores de transcripción 
que afectan a la generación temprana de progenitores de la hematopoyesis primitiva (SCL/TAL, 
RBTN2) mueren temprano por anemia (Shivdasani et al., 1995a; Warren et al., 1994), y de la 
definitiva (Runx-1/AML1, CBPs, GATA-2) son letales a partir de E11.5, generalmente por anemia y/o 
hemorragias (Okuda et al., 1996). En mutantes carentes de factores específicos de linajes 
hematopoyéticos, es frecuente que los MKs estén selectivamente mantenidos (PU-1, GATA-3, c-
myb) (Pandolfi et al., 1995; Scott et al., 1994; Tober et al., 2008), o incluso incrementados (c-myc) 
(Guo et al., 2009). El fenotipo de los ratones deficientes en el factor Fli-1, necesario para el 
desarrollo vascular y de MKs, es letal a E11.5, debido a defectos en la integridad vascular y a una 
megacariocitopoyesis anormal, con alteraciones en la proliferación de los hepatocitos y apoptosis 
del endotelio vascular (Hart et al., 2000). Por lo tanto es posible que, durante el desarrollo embrio-
fetal, los MKs estén participando a través de las proPTs y las microprolongaciones por una parte en 
el desarrollo del FL, promoviendo la proliferación y diferenciación de las células pHep, y por otra 
actúen como agentes potenciadores de angiogénesis. El VEGF y sus receptores VEGFR1/Flt1 y 
VEGFR2/KDR/Flk1 están implicados en angiogénesis y vasculogénesis (Casella et al., 2003), y se 
expresan en MK inmaduros y maduros, respectivamente. Podría existir una red de 
señalización/comunicación triangular formada por MK, pHep y células endoteliales (ver figura D-2). 
Los MK producen factores como HGF, VEGF y PDGF, promoviendo el crecimiento de pHep y células 
endoteliales, y factores que modulan el estado de los vasos como la serotonina (constricción). Los 
pHep por su parte producen también VEGF, que promueve el desarrollo de células endoteliales y 
MKs a través del KDR presente en ambos tipos celulares, y TPO (el hígado es el principal sitio de 
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producción) que actuaría sobre los progenitores MK y sobre HSC a través del c-Mpl. A su vez las 
células endoteliales son esenciales para el desarrollo hepático (Matsumoto et al., 2001) y producen 
HGF y VEGF que actúan sobre pHep y MK, respectivamente (LeCouter et al., 2003). Múltiples 
trabajos aluden a la relación entre MKs y células endoteliales en BM. Cabe destacar que las células 
endoteliales del FL y de la microvasculatura de la BM presentan una serie de características que las 
diferencia de las del resto de órganos y de las HUVEC (células endoteliales de cordón umbilical 
humano), tales como que son inductores más potentes de la adhesión de HSC y de su migración 
(Kiel et al., 2005a), expresan niveles más bajos del vWF (Zucker-Franklin y Philipp, 2000) y expresan 
constitutivamente citoquinas y moléculas de adhesión tipo VCAM-1 y E-Selectina (Almeida-Porada 
y Ascensao, 1996; Schweitzer et al., 1996). Nosotros observamos in vivo una expresión diferencial 
de vWF, mucho más baja, en el FL y en corazón que en el resto de tejidos del embrión. Es de interés 
que los sinusoides hepáticos se encuentran rodeados por una matriz rica en laminina 1, situando 
así los MKs en sus alrededores, puesto que expresan CD49f. No olvidemos que es en los sinusoides 
hepáticos donde se produce el intercambio de solutos, nutrientes y oxígeno y también la secreción 
de proteínas hepáticas hacia la circulación sanguínea. Finalmente, el resto de células 
hematopoyéticas presentes en el FL también ejercen un papel en la maduración hepática, al 
producir también HGF, VEGF (cuyo nivel se ve potenciado por TPO; Bobik et al., 1998) y OSM. Ésta 
última actúa no sólo sobre pHep (Kinoshita et al., 1999) sino también sobre MKs, promoviendo la 
producción de PTs (Wallace et al., 1995). De hecho, se ha descrito que la delección de c-myc 
selectivamente en células hematopoyéticas en embriones de ratón, produce una ausencia de 
células hematopoyéticas definitivas, defectos en el proceso de remodelación angiogénica y una 
hipoplasia hepática, demostrando así la importancia de la interacción de estos tipos celulares en el 
desarrollo hepático (He et al., 2008).  
El microambiente en el que se generan las células hematopoyéticas es indudablemente un 
factor clave para el establecimiento de focos de hematopoyesis. De esta forma en la BM adulta 
encontramos dos grandes nichos, el nicho osteoblástico y el vascular. El primero, en contacto 
directo con el endósteo, representa un microambiente favorecedor del mantenimiento de HSC en 
un estado relativamente quiescente e inmaduro. De forma análoga, diversos estudios aluden a la 
importancia del epitelio celómico que tapiza las superficies de distintos órganos, entre los que se 
encuentra el FL, en la morfogénesis de este último. Así encontramos en la literatura que este 
mesotelio, que dará lugar a la cápsula de Glisson, expresa a E11.5 altos niveles de factores de 
transcripción implicados en morfogénesis hepática, como N-myc (Giroux y Charron, 1998), WT-1, 
ácido araquidónico y enzimas implicadas en su metabolismo (Ijpenberg et al., 2007). Los ratones 
mutantes defectivos para estos factores presentan hipoplasia hepática, debido a hipoproliferación 
de hepatocitos y aumento de la apoptosis, reducción en el número de lóbulos y también en el 
número de eritroblastos. Este último caso puede ser explicado por la reducción de EPO debido a la 
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ausencia de WT-1, del que EPO es diana transcripcional (Dame et al., 2006). Además existen 
evidencias de la contribución de este epitelio celómico a la formación de sinusoides hepáticos 
(Perez-Pomares et al., 2004) y se ha postulado que puede ser una fuente de células estrelladas 
(Ijpenberg et al., 2007). 
 
 
Figura D-2.- Esquema de las relaciones establecidas entre el componente vascular, el hepato-epitelial y los MKs 
en el FL11.5. Se resumen las interacciones establecidas entre el endotelio (KDR
+
, flechas rojas), los MKs (KDR
+
, 
flechas rosas) y los pHep (c-Met
+
, flechas azules), y los  factores a través de los cuales actúa cada componente. 5-HT 
(serotonina). 
 
Un aspecto todavía en discusión es cómo se produce el crecimiento hepático y cuáles son 
los mecanismos que lo regulan. En un intento de aportar datos a este proceso, hemos subdividido 
el FL en dos zonas, periferia y centro, y hemos contabilizado el número de progenitores c-Kit+ y c-
Kit+ALB+ presentes en cada zona. A E11.5 existe un gran número de progenitores c-Kit+, que están 
preferentemente localizados en la zona central del órgano, tal vez reflejando una llegada más 
tardía al FL que la de otros linajes celulares pertenecientes a ondas extrahepáticas que lo colonizan 
antes, como son los Ery-P, y que pueden expandirse in situ. Al avanzar la gestación, el número de 
células c-Kit+ disminuye progresivamente, a la vez que se desplazan desde el centro a la periferia 
hepática a E12.5. Este cambio sugiere que en este momento el FL crece fundamentalmente por su 
zona periférica, que es donde se sitúan los progenitores más inmaduros y las células del 
parénquima más diferenciadas, con mayores niveles de ALB, se sitúan en el centro del órgano, 
cerca de los vasos y fuera de la banda submesotelial más madura, como está descrito en estudios 
previos (Suksaweang et al., 2004). Sin embargo, a diferencia de otros trabajos (Ijpenberg et al., 
2007; Suksaweang et al., 2004), nosotros no hemos podido establecer diferencias significativas en 
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los niveles de células en proliferación entre diferentes zonas del FL, aunque hemos objetivado que 
a E11.5, el FL y en concreto sus componentes mayoritarios, las células c-Kit y Ter119, son los linajes 
que mayor incorporación de EdU presentan. En este sentido hay que tener en cuenta que la 
elevada tasa de proliferación total del hígado a E11.5 dificulta enormemente el extraer 
conclusiones claras con la metodología de marcaje in vivo utilizada. Estamos intentando acortar los 
tiempos del pulso de EdU para reducir el número de células proliferantes. 
 
 
Figura D-3.- Vista esquemática y modelo de organización celular propuesto en el FL a E11.5. Los MKs hepáticos 
están siempre en contacto con células endoteliales Tie-2
+
 tanto en la área periférica como en la central. El área 
periférica del FL, de la cual están excluidos los progenitores celulares c-Kit
+
 y las células ALB
+
, está formada por una 
monocapa de células mieloides CD45
+
, seguida de células Ery y MKs asociados a pequeños capilares. En el resto del 
parénquima hepático se definen áreas enriquecidas en células Ery y pHep, que parten radialmente desde los 
grandes vasos centrales, que se encuentran rodeados por coronas de MKs. 
 
Al contrario que en la BM, poco se sabe a cerca de cómo se organizan los diferentes tipos 
de células hematopoyéticas en el FL. Los estudios in vivo realizados en este trabajo nos han 
permitido definir un modelo de arquitectura celular para el FL entre E11.5-E15.5, que se 
esquematiza en la figura D-3. En este modelo, los eritrocitos (Ery), tipo celular mayoritario en el 
FL11.5, ocupan preferencialmente una localización perivascular. Este dato no es de extrañar dada 
la capacidad que tienen los Ery, como los MKs, para producir factores angiogénicos, postulándose 
que ambos tipos celulares, junto con células estromales, establecen gradientes de VEGF en el 
microambiente de la BM (Casella et al., 2003). Desde los vasos, los Ery parten radialmente hacia la 
periferia hepática, dejando espacios que son ocupados principalmente por células ALB+, las cuales 
parecen disponerse en pequeñas hileras de células poligonales a E10.5-11.5 para más tarde crecer 
y  organizarse, estableciendo contacto con los sinusoides y grandes vasos hepáticos. Los eritrocitos 
representan diferentes estadios de desarrollo (generalmente nucleados) y cerca de células 
CD45+F4/80+, formando lo que parecen primordios de islotes eritroblásticos, lo que supone la 
primera evidencia de la existencia de éstos antes de E14.5 (Sasaki y Iwatsuki, 1997). Por otra parte 
Tie-2
+
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hemos podido confirmar que el FL es el principal sitio de maduración eritroide intraembrionaria a 
esta edad gestacional, hecho ya sugerido (Isern et al., 2008), ya que pocos eritrocitos inmaduros 
salen a la circulación sistémica, indicando la existencia de algún mecanismo de atracción de las 
células eritroides (y también mieloides) inmaduras en el FL, o una posible barrera o filtro que 
impida su salida.  
Las células CD45+, que a E11.5 en el FL son mayoritariamente de linaje mieloide y se 
encuentran generalmente formando dupletes dispersos en el parénquima hepático, pasan a 
situarse cerca de los vasos en días posteriores del desarrollo. Estas células presentan aspectos 
morfológicos dispares, según la zona en la que asientan: unas son alargadas, tipo fibroblasto, que 
se sitúan en una banda en la periferia del FL e interpuestas en la cápsula de Glisson, de forma 
semejante a las células CD45+ descritas con apariencia de células endoteliales, que forman parte de 
estructuras tubulares (Moldovan et al., 2000). En el interior de los lóbulos hepáticos hay células 
CD45+ pequeñas y redondeadas, y otras grandes de aspecto amorfo, que son además F4/80+, lo 
que sugiere que se trata de macrófagos. De hecho, existen evidencias de fagocitosis de material 
celular (eritroide) en el interior de estas células. De la misma forma, sería posible que las células 
tipo macrófago pudieran fagocitar el núcleo de los MKs tras la transformación total del citoplasma 
en PTs, fenómeno que prácticamente no hemos visualizado in vivo a E11.5, aunque no podemos 
excluir que ocurra posteriormente en la gestación.  
Por tanto, se puede concluir que a E11.5 existe una organización de células 
hematopoyéticas bien definida en los lóbulos hepáticos. Ésta se caracteriza desde la periferia hacia 
el área central por: a) Una monocapa de células CD45+, debajo del mesotelio; b) una banda 
compuesta de dos a tres capas de células Ter119+ y c) una concentración preferencial de MKs 
unidos a células Tie-2+, en general por debajo de la zona de células rojas, que definen el límite del 
territorio vascular hepático. Esta distribución ordenada en bandas de células presumiblemente 
maduras (carecen de expresión de c-Kit), concuerda con los resultados recientemente publicados 
(Chan et al., 2009) en los que se traza la regeneración ósea a partir de células CD105+Thy1- aisladas 
de hueso de E14.5, mediante inyección en la cápsula renal de ratones adultos. Tras una primera 
etapa de osificación endocondreal, se forma un hueso en cuyo interior pueden observarse focos 
ectópicos de hematopoyesis por colonización secuencial de células: primero por células vasculares 
CD31+, eritrocitos y células mieloides, seguido por progenitores c-Kit+ y finalmente por HSCs. La 
invasión vascular es también crítica en este proceso, al igual que ocurre en el FL, pues la inhibición 
de la expresión de VEGF interrumpe el proceso de osificación endocondreal y la posterior 
hematopoyesis. Por último, existen evidencias de la participación de los MKs en homeostasis 
esquelética, estimulando tanto la formación como la inhibición de la reabsorción ósea (Kacena et 
al., 2006). 
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En resumen, en este trabajo mostramos que los MKs fetales se encuentran selectivamente 
localizados, y en número elevado, en el FL a E11.5, por lo que, además de los Ery, es uno de los 
primeros linajes hematopoyéticosen generarse. Nuestros datos, junto con otros previos sobre estas 
células, apuntan a que, además de participar en procesos de coagulación, los MKs fetales hepáticos 
y las PTs son elementos implicados en el desarrollo hepático. En concreto, promueven el desarrollo 
del FL a E11.5, a través de mecanismos de comunicación en los que el contacto célula-célula es 
esencial. Por otra parte, el estudio de la arquitectura hepática ha revelado la existencia de nichos 
específicos de linaje en el embrión a E11.5, que ayudan a comprender mejor los procesos de 
diferenciación hematopoyética y de morfogénesis hepática. Finalmente, estos datos abren la 
puerta a nuevos estudios sobre la biología celular de los MKs fetales, así como pueden ser 
herramientas muy útiles en el desarrollo de terapias celulares para el tratamiento de patologías 
plaquetarias. 
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CONCLUSIONES 
 
1.- La población hepática c-KitDCD45-Ter119- está formada a E11.5 por progenitores celulares 
hepato-epiteliales (pHep, CD49fD) y células del linaje MK (pMK, CD49fH). Estos últimos, se 
definen por la expresión de una serie de marcadores de superficie típicos de MKs como 
son CD41++CD9+CD42c+KDR+CD31+ y representan un elevado porcentaje del total de células 
hepáticas. 
2.- Los pMKs CD49fHc-KitDCD45-CD41++ se detectan ya a E10.5 y en diversas localizaciones: YS, 
P-Sp/AGM, FL y sangre circulante. Los presentes en el FL11.5 tienen un fenotipo más 
inmaduro, con menor nivel de expresión de CD41 y CD42c y mayor expresión de c-Kit y 
CD105. Así mismo, tienen una expresión anómala de proteínas endoteliales (NES y KDR) y 
hepato-epiteliales (ALB, TTR y AFP).  
3.- Los pMKs de E11.5, a diferencia de los MKs adultos, no expresan CD45 ni CXCR4, mientras 
que sí presentan integrinas de membrana como CD49b, CD49f, CD29, CD41 y CD61, 
formando los receptores VLA-2, VLA-4, VLA-5, VLA-6, αLβ2 y CD41/CD61. 
4.- Las células CD45+CD41-KDR-   purificadas del FL11.5 son capaces de generar MKs in vitro, 
junto con otros tipos celulares (eritroides y mieloides). Las células CD45++CD41-KDR- 
producen en cultivo MKs y células mieloides. En su diferenciación hacia MK ambos tipos de 
progenitores paulatinamente reducen o pierden la expresión de CD45, mientras que 
adquieren la expresión de marcadores típicos de MKs como son KDR, CD41 y CD42c.  
5.- Los pMKs hepáticos desarrollan espontáneamente in vitro proPTs y microprolongaciones. 
A las 24 horas del inicio del cultivo, presentan un estadio hasta ahora no descrito, con una 
morfología fusiforme tipo “gusano” (WL), altamente móvil. A las 48 horas estas células se 
transforman en células formadoras de proPTs. La TPO, una de las principales citoquinas 
implicadas en megacariocitopoyesis,  no es requerida para esta diferenciación in vitro, 
aunque aumenta el número de células recuperadas así como el tamaño de los MKs, y 
mejora su adherencia al sustrato. Por el contrario, este proceso (como la formación de 
células WL) es dependiente de actina-F. 
6.- Los pMKs hepáticos analizados in vivo presentan proPTs y microprolongaciones, y se 
encuentran asociados al nicho vascular. En concreto, se disponen formando coronas 
alrededor de los grandes vasos y asociados a pequeños capilares Tie-2+. A través de las 
proPTs emitidas, los MKs establecen un gran número de contactos, preferentemente con 
progenitores c-Kit+ y con pHep (ALB+).  
7.- Los contactos directos célula-célula entre pMKs y pHep son requeridos in vitro para la 
maduración eficiente de los pHep, sugiriendo la implicación de las proPTs como un 
mecanismo en comunicación celular. La señalización a través de factores solubles produce 
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también, aunque en menor grado, la maduración de los pHep, siendo el VEGF una de las 
moléculas implicadas en este fenómeno, y no la serotonina.  
8.- Las células c-Kit+ se localizan dispersas en el FL a E11.5, con predominio en el centro de los 
lóbulos. A E12.5 la localización predominante es en la periferia, de forma que las células 
más maduras y diferenciadas se encuentran en el centro del órgano. No hemos 
evidenciado diferencias en la tasa de proliferación celular entre ambas zonas.  
9.- A E11.5 se observa una disposición ordenada de subpoblaciones de células maduras en el 
FL: bajo la cápsula de Glisson, las células CD45+ y las células Ery aparecen en monocapas, 
delimitando una zona de capilares con MKs asociados. De los grandes vasos del 
parénquima hepático central parten cordones radiales de células Ery (que ya a E11.5 
forman islotes eritroblásticos), entre las que se disponen isletas de células pHep ALB+ en 
cuyo interior existen células c-Kit+.  
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VÍDEO R-1.- Las células WL son altamente móviles. Se observa un cultivo de células de FL11.5 sin 
purificar, a las 24 horas de cultivo. Se objetiva una célula WL que se mueve a gran velocidad y que 
co-existe con células portadoras de proPTs. Duración captura: 1 hora. Duración vídeo: 6 segundos. 
 
VÍDEO R-1B.- Aparición de una célula WL. Se observa un cultivo de células CD49fHc-KitDCD45- de 
FL11.5 a las 24 horas. Se muestra la transformación de una célula esférica en una célula 
WL.Duración captura: 12 horas. Duración vídeo: 1 minuto y 30 segundos. 
 
VÍDEO R-2.- Las células WL dan lugar a células con emisión de proPTs. Se muestra un cultivo de 
células CD49fHc-KitDCD45- de FL11.5 a las 36 horas. Se objetiva cómo una célula WL se transforma 
en una célula formadora de proPTs. Comienzo grabación: 36 horas. Final grabación: 48 horas. 
Duración vídeo: 46 segundos. 
 
VÍDEOS R-3 y R-4.- Las células del FL11.5 CD41+ in vivo emiten proPTs. Reconstrucciones 3D de  
secciones tisulares de FL11.5 teñidas con el anticuerpo anti-CD41 (verde). Las tomas se han 
realizado en un microscopio confocal con un objetivo de 100x. Nótese la presencia de proPTs y del 
carácterístico DMS. 
 
Esquema temporal de los vídeos presentados: 
 
